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1 Einleitung und Fragestellung 
 
Der Einsatz der Herz-Lungen-Maschine (HLM) ist ein Standardverfahren in der 
Herzchirurgie, um Eingriffe am ruhenden, blutleeren Herzen durchführen zu können. Die 
HLM übernimmt die Oxygenierung und den Transport des Blutes während des durch die 
Kardioplegielösung hervorgerufenen, reversiblen Herzstillstandes (extrakorporale Zirkulation, 
EKZ). Dies ist besonders in der Kinderherzchirurgie von Bedeutung, da angeborene 
Herzfehler meist nur unter Verwendung einer HLM operabel sind und die OP zeitnah nach 
der Diagnose erfolgen muss. 
Trotz jahrzehntelanger Erfahrung auf diesem Gebiet treten noch immer organspezifische 
Nebenwirkungen auf. Unter anderem ist ein akutes Nierenversagen (ANV)  nach einer EKZ 
häufig zu beobachten. In der Kinderherzchirurgie tritt diese Komplikation in bis zu 52% der 
Eingriffe bei Kindern unter 90 Tagen auf und ist mit einem verlängerten 
Krankenhausaufenthalt und einer erhöhten Mortalität assoziiert (BLINDER et al. 2012). 
Die Ursachen für das Auftreten des ANV nach kardiochirurgischen Eingriffen unter 
Verwendung der HLM sind multifaktoriell. Da jedoch die Dauer der EKZ mit dem Auftreten 
des ANV korreliert,  sollte diese so kurz wie möglich bemessen werden (BELLOMO et al. 
2008). 
Die durch die HLM ausgelösten Ischämie-/Reperfusionsschäden mit Entstehung reaktiver 
Sauerstoffspezies (ROS) sind Faktoren des renalen Schädigungsmechanismus. 
Möglicherweise ist das veränderte Blutflussprofil während der EKZ (von einem 
physiologischen pulsatilen Fluss zu einem durch die Rollerpumpe der HLM produzierten 
nicht pulsatilen Fluss) ein Einflussfaktor für die Entstehung der Ischämie (ALGHAMDI et al. 
2006). Zur Untersuchung des Flussprofils der HLM wurden Flussmessungen an der Niere an 
Schafen durchgeführt, die zeigten, dass der pulsatile Fluss im Vergleich zum nicht pulsatilen 
Fluss eine verbesserte Durchblutung im äußeren und mittleren Nierenkortex hervorruft 
(NAKAMURA et al. 2004). Andere Studien kommen jedoch zu einem gegenteiligen Ergebnis 
(SINK et al. 1980, COOK et al. 1997). Auch Untersuchungen hinsichtlich der perioperativen 
Nierenfunktion während der EKZ kommen zu gegensätzlichen Ergebnissen (BADNER et al. 
1992, PRESTA et al. 2009). In Bezug auf zelluläre Schäden existierten jedoch noch keine 
Studien. Somit ist weiter unklar, ob der pulsatile Fluss die Schäden auf zellulärer Ebene 
verhindert sowie die Funktionseinbußen der Niere minimiert. Außerdem wurden in den bisher 
durchgeführten Versuchen verschiedene Einflussfaktoren nicht berücksichtigt, da sich die 
verwendeten technischen Systeme nicht allein in der Pulsatilität unterschieden, sondern auch 
unterschiedliche Fremdoberflächen, Schlauchsysteme und Pumpen verwendet wurden, die 
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alle einen Einfluss auf den Organismus ausüben. Deswegen sollte hier am technisch 
identischen HLM-System durch Aufmodulieren einer Pulsatilität der Einfluss eines pulsatilen 
Flusses vergleichend zu einem nicht pulsatilen Fluss untersucht werden. 
Um Ischämie-/Reperfusionsschäden zu reduzieren, kann der Organismus während und nach 
der EKZ pharmakologisch unterstützt werden. TWAL et al. (2013) injizierten Schweinen 
während der EKZ (-)-Epigallocatechin-3-Gallat (EGCG), hierbei handelt es sich um einen 
natürlichen Bestandteil des grünen Tees mit antioxidativer, antinitrosativer und 
antiapoptotischer Wirkung, und zeigten, dass EGCG renoprotektiv wirkt. In einem weiteren 
Versuch wurde die Wirkung von INO1001, einem PARP-1-Inhibitor, auf die Lunge 
untersucht. INO1001 (mittlerweile nicht mehr zugelassen) inhibierte zwar gewisse Parameter 
wie den Tumor-Nekrose-Faktor-α (TNF-α), konnte jedoch nicht alle HLM-assoziierten 
Schäden in der Lunge minimieren (DHEIN et al. 2008). Um die Wirkung von 
Poly(ADP)Ribose-Polymerase-1 (PARP-1) -Inhibitoren auf die Niere zu untersuchen, wurde 
in dieser Versuchsreihe Minozyklin eingesetzt. Minozyklin ist ein Antibiotikum, das neben 
der antibiotischen Wirkung auch PARP-1 inhibiert, indem es die Bindung von dem PARP-1-
Substrat Nicotinamidadenindinukleotid (NAD
+
)
 
an das Enzym hemmt (ALANO et al. 2006). 
Einige Studien in Tiermodellen haben am Gehirn bereits neuroprotektive Effekte von 
Minozyklin nach Ischämieeinwirkung gezeigt (FOX et al. 2005, MORIMOTO et al. 2005). 
Auch in der Niere wurden positive Ergebnisse erzielt (KELLY et al. 2004). Allerdings 
basierte diese Studie auf einer vollständigen bilateralen Okklusion der Nierenarterie und 
nicht, wie in der vorliegenden Arbeit, auf einer durch die HLM veränderten Hämodynamik. 
Ergänzend zu dieser Sachlage soll in der vorliegenden Dissertation der Effekt von Minozyklin 
auf die Niere nach EKZ in Bezug auf den zellulären Schaden wie auch auf die Nierenfunktion 
untersucht werden. 
In diesem Zusammenhang ergeben sich folgende Fragestellungen: 
1. Unterscheiden sich EKZ-bedingte Schäden auf zellulärer Ebene abhängig von dem 
verwendeten Flussprofil (pulsatil vs. nicht pulsatil)? 
2. Kann durch das pulsatile Blutflussprofil eine protektive Wirkung auf die 
Nierenfunktion erzielt werden? 
3. Können die während der extrakorporalen Zirkulation auftretenden Schäden an der 
Niere durch den PARP-1-Inhibitor Minozyklin verhindert werden? 
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2 Literaturübersicht 
 
2.1 Kinderherzchirurgie 
Die bundesweit durchgeführte, 2010 veröffentlichte PAN-Studie (PAN= Prävalenz 
angeborener Herzfehler bei Neugeborenen) registrierte 7245 Kinder mit angeborenen 
Herzfehlern in dem Zeitraum vom 1. Juli 2006 bis zum 30. Juni 2007. Mit einer Inzidenz von 
1,08% gehören kongenitale Herzanomalien damit zu den häufigsten Organmalformationen bei 
Neugeborenen (LINDINGER et al. 2010). Die häufigste Fehlbildung ist der 
Ventrikelseptumdefekt (48,9%).  
Über 80% der angeborenen Herzfehler werden innerhalb der ersten drei Monate entdeckt. 
Durch die Frühdiagnostik und die zahlreichen Therapiemöglichkeiten erreichen inzwischen 
mehr als 90%  der pädiatrischen Patienten das 18. Lebensjahr (SCHWEDLER et al. 2011). 
Die in Tab.1 aufgeführten kongenitalen Herzfehler können teilweise nur unter Einsatz der 
HLM kardiochirurgisch korrigiert werden. Besonders bei den schweren Ausprägungen (Tab. 
2) der kongenitalen Herzanomalien bedarf es des Einsatzes einer HLM, um den 
kardiochirurgischen Eingriff am blutleeren, stillen Herzen durchführen zu können (HAAS et 
al. 2011). Neben angeborenen Herzfehlern werden auch Herztumore, mit Hilfe der HLM 
kardiochirurgisch entfernt. Bei einer Herztransplantation ist die HLM ebenfalls unentbehrlich. 
 
Tab. 1: Häufigkeit der kongenitalen Herzfehler (LINDINGER et al. 2010) 
Kongenitaler Herzfehler Häufigkeit in % 
Ventrikelseptumdefekt 48,9 
Atriumseptumdefekt 17 
Pulmonalstenose 6,1 
Persistierender Ductus arteriosus 4,3 
Aortenisthmusstenose 3,6 
Univentrikuläres Herz 2,8 
Atrioventrikulärer Septumdefekt 2,5 
Fallot-Tetralogie 2,5 
Aortenstenose 2,2 
Dexter-Transposition großer Arterien 2,2 
Double outlet right ventricle (DORV) 1 
Andere 6,8 
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Tab. 2: Häufigkeit der verschiedenen Schweregrade kongenitaler Herzanomalien 
(LINDINGER et al. 2010) 
Schweregrad der Ausprägung Häufigkeit in % 
Mild 60,3 
Moderat 27,4 
Schwer 12,0 
 
2.2 Tiermedizinischer Aspekt  
Auch in der Tiermedizin kommen kongenitale Herzanomalien vor. Besonders bei Hunden 
werden Herzerkrankungen relativ häufig diagnostiziert. 
In einer Studie mit 4480 Hunden (OLIVEIRA et al. 2011), die in der Veterinärklinik Gran 
Sasso (Italien) aufgrund von kardiovaskulären Erkrankungen vorstellig wurden, sind in 21,7% 
der Fälle angeborene Herzdefekte diagnostiziert worden. Anders als beim Menschen tritt am 
häufigsten die Pulmonalstenose (32,1%), gefolgt von der Subaortenstenose (21,3%), dem 
persistierenden Ductus arteriosus Botalli (20,9%) und dem Ventrikelseptumdefekt (7,5%) auf. 
Auch eine Studie aus der Schweiz mit 146 Hunden (BAUMGARTNER und GLAUS 2003) 
und eine Studie aus Schweden mit 151 Hunden (TIDHOLM 1997) beschrieben die 
Subaortenstenose, Pulmonalstenose, Ventrikelseptumdefekt und den persistierenden Ductus 
arteriosus Botalli als häufigste angeborene Herzfehler. OLIVEIRA et al. (2011) untersuchten 
77 Rassen, von denen Boxer (26%) am häufigsten betroffen waren. 
In der Tiermedizin werden Herzerkrankungen aufgrund wirtschaftlicher Gründe 
medikamentös behandelt oder die Patienten werden in schwerwiegenden Fällen euthanasiert. 
Chirurgische Eingriffe am Herzen sind selten. Allerdings wurden auch bei Hunden schon 
Pulmonalstenosen (TANAKA et al. 2009), subvalvuläre Aortenstenosen (KOMTEBEDDE et 
al. 1993) sowie atrioventrikuläre Septumdefekte (YAMANO et al. 2011) unter Einsatz der 
HLM korrigiert. Eingriffe am offenen Herzen hatten bis jetzt jedoch keinen positiven Einfluss 
auf das Langzeitüberleben der Hunde (ORTON et al. 2001). 
Auch in der Zoo- und Wildtierkunde sind Korrekturen von angeborenen Herzfehlern  mittels 
HLM durchaus möglich: Im Jahre 2000 wurde ein bengalischer Tiger aufgrund einer Fallot-
Tetralogie am offenen Herzen operiert, der jedoch postoperativ verstarb. Ebenfalls sollte ein 
Elefantenkalb 2012 an einem Septumdefekt operiert werden, allerdings verstarb es schon 
präoperativ. Auch wenn die kardiochirurgischen Eingriffe zur Korrektur von angeborenen 
Herzfehlern bei Zootieren bis jetzt ohne Erfolg waren, sollte weiterhin die operative Korrektur 
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von Herzfehlern in Betracht gezogen werden, um den Genpool von bedrohten Tierarten zu 
schützen. 
Zum Erkenntnisgewinn in der Grundlagenforschung wie auch in der Erprobung und 
Entwicklung neuer kardiochirurgischer Techniken werden bevorzugt Experimente an 
Schweinen durchgeführt. Hier bestehen bereits fundierte Erfahrungen mit dem Einsatz der 
HLM. Schweine werden in der Herz-Kreislauf-Forschung vor allem aufgrund der Ähnlichkeit 
ihrer anatomischen Strukturen zu dem Menschen eingesetzt. Im Jahre 2008 wurden in 
Deutschland 2.693 Schweine zur Erforschung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen genutzt 
(BMELV 2008).  
  
2.3 Herz-Lungen-Maschine (HLM) 
In der heutigen Herzchirurgie ist die HLM unentbehrlich. Erst seit der Einführung der 
Extrakorporalen Zirkulation (EKZ) mithilfe der HLM sind viele Eingriffe am offenen Herzen 
ermöglicht worden. 
Schon Mitte des 19. Jahrhunderts existierten Überlegungen zur Entwicklung einer EKZ. 
WALDEMAR VON SCHRÖDER beschrieb 1882 erstmals eine Apparatur zur künstlichen 
Arterialisierung des Blutes (FREYER und KUNZMANN 2006). Drei Jahre später 
entwickelten FREYER und GRUBER einen geschlossenen extrakorporalen Kreislauf zur 
Perfusion isolierter Organe. Am 6.5.1953 wurde die erste erfolgreiche Operation unter Einsatz 
einer HLM an der Pennsylvania Universität in Philadelphia durch JOHN H. GIBBON 
durchgeführt (GIBBON 1954). GIBBON hatte somit die Funktionsfähigkeit der HLM bei 
deren Einsatz am Menschen bewiesen. Die Methode verbreitete sich daraufhin weltweit. 1959 
kam es in Erlangen zum ersten Einsatz einer HLM bei dem Verschluss eines 
Atriumseptumdefektes. Von 1960 bis 1963 wurden in Göttingen 250 Patienten mit Hilfe der 
HLM operiert. Hierbei handelte es sich größtenteils um Korrekturen angeborener Herzfehler 
an 2-13jährigen Kindern (BOCK et al. 2003). In den darauffolgenden Jahren wurde 
erfolgreich an der Verbesserung der HLM gearbeitet, besonders an den Oxygenatoren und 
Pumpen, sodass heutzutage die HLM in der Kardiochirurgie vielfach eingesetzt wird. 
Die HLM übernimmt während der Operation am offenen Herzen die Pumpfunktion des 
Herzens, den Gasaustausch der Lunge sowie die Thermoregulation. Hierfür werden im 
Wesentlichen eine Pumpe („künstliches Herz“), ein Oxygenator („künstliche Lunge“), ein 
Wärmeaustauscher (Thermoregulation) und ein Reservoir (Auffangen des Blutes) benötigt. 
Das venöse Blut wird aus dem rechten Vorhof über Verbindungsschläuche in das Reservoir 
drainiert. Mit Hilfe einer Roller-, Kreisel- oder Zentrifugalpumpe wird das Blut in den 
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Oxygenator geleitet, in dem es mit Sauerstoff angereichert und Kohlendioxid entfernt wird. 
Zusätzlich wird hier durch den Wärmeaustauscher die Temperatur des Blutes reguliert. 
Anschließend wird das mit Sauerstoff angereicherte Blut durch einen Filter zum Schutz vor 
Embolien zurück in den Körperkreislauf geleitet (vgl. 3.6.1).  
Mit Beginn des HLM-Einsatzes in der Herzchirurgie wurden zusätzlich verschiedene 
Verfahren entwickelt, um Myokardschäden zu vermeiden und somit die postoperative 
Kontraktilität des Herzens zu verbessern. Die postoperativ niedrige Auswurfleistung des 
Herzens ist unter anderem ein Grund für die Entwicklung eines postoperativen akuten 
Nierenversagens (ANV) (NAKAMURA et al. 2004).  
Eine moderate Hypothermie (28°C-32°C) ist eine grundlegende Möglichkeit, um 
Inflammationsreaktionen während der EKZ zu reduzieren (QUING et al. 2001, VAZQUEZ-
JIMENEZ et al. 2001). Zudem wird bei abnehmender Temperatur der Energiebedarf des 
Organismus verringert, da die Stoffwechselaktivität abnimmt und somit der Sauerstoffbedarf 
sinkt (WERNER 1998, COLLONY 2000). Dieser Mechanismus wird bei der EKZ genutzt, 
um die Ischämietoleranz der Organe zu erhöhen. Die zerebrale Ischämietoleranz bei 
zirkulatorischem Stillstand ist bei 20°C Kerntemperatur etwa um den Faktor 10 höher als 
unter Normothermie (ALTHAUS et al. 1982). Nachteile der Hypothermie sind allerdings 
unter anderem die Erhöhung der Blutviskosität und die Aggregatbildung der Erythrozyten, die 
bei Reperfusionsbeginn zu einem Kapillarverschluss führen kann. 
Das Blut wird durch den, an den Oxygenator gekoppelten, Wärmeaustauscher geleitet und 
durch diesen zu Beginn der HLM-Zeit gekühlt. Damit wird die Körpertemperatur auf 28°C 
gesenkt (moderate Hypothermie).  
Mit Hilfe der Kardioplegielösung kann ein reversibler Herzstillstand erzeugt werden, damit 
Operationen am ruhenden, blutleeren Herzen durchgeführt werden können. Zusätzlich wird 
eine Myokardprotektion erzielt, da ruhende Herzmuskelzellen weniger Energie verbrauchen 
und somit das Herz besser vor Ischämieschäden geschützt ist (PAULUSSEN et al. 1968).  
1964 entwickelte BRETSCHNEIDER eine calciumarme, natriumarme, kaliumreiche und 
procainhaltige Kardioplegielösung, die 1975 modifiziert wurde, indem Procain durch den 
Puffer Histidin ersetzt wurde (PREUSSE et al. 1993), was zu einer besseren Kardioprotektion 
führte (KORUN et al. 2013). Die erhöhte extrazelluläre Kaliumkonzentration führt zu einer 
Depolarisation der Herzmuskelzellen. Durch die niedrigen Na
+
- und Ca
2+
-Konzentrationen 
werden Na
+
- und Ca
2+
-Ströme vermindert, sodass die Anstiegssteilheit der Depolarisation 
abnimmt. Die stark herabgesetzte Erregbarkeit der Myokardzellen ist die Folge 
(BRETSCHNEIDER 1980, KORUN et al. 2013).  
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2.4 Folgen der HLM 
Verschiedene Komponenten der EKZ wie Hämodilution, Hypothermie, Fremdoberflächen-
Kontakt und veränderte Hämodynamik wirken sich negativ auf den Organismus aus. Als 
Folge der Hämodilution und der Hypothermie verändert sich die Blutzusammensetzung und 
somit die Viskosität, was die Rheologie des Blutes beeinflusst. Durch den 
Fremdoberflächenkontakt werden das Gerinnungssystem, das Kinin-Kallikrein-System, das 
fibrinolytische System und das Komplementsystem aktiviert. Zusätzlich ist die Funktion von 
Thrombozyten, Leukozyten und Plasmaproteinen gestört, welche Entzündungsmediatoren 
produzieren. Die HLM verursacht mikro- und makrodynamische Veränderungen, die zu 
Ischämie- und Reperfusionsschäden führen (HILKER et al. 2007): Unter den Bedingungen 
der EKZ unterscheidet sich die Strömungsdynamik des Blutes deutlich von den 
physiologischen Verhältnissen. Der mechanische Kreislauf verfügt über keine Autoregulation. 
Außerdem wird die EKZ üblicherweise mit einem pulslosen Blutfluss betrieben, der laut 
WRIGHT (1985) eine niedrige hämodynamische Energie erzeugt und somit zu einer 
verminderten Mikrozirkulation des Gewebes führt. Sobald eine kritische 
Flussgeschwindigkeit während der EKZ überschritten wird, kommt es neben laminaren 
Flüssen auch zu turbulenten Flüssen im Kreislauf. Des Weiteren führen unregelmäßige 
Oberflächen, Bifurkationen oder plötzliche Kaliberschwankungen im Schlauchsystem zu 
turbulenten Flüssen. Bei turbulentem Fluss ist die Tangentialkraft, die zwischen 
unterschiedlichen Flussgeschwindigkeiten auftritt (Schubspannung), deutlich erhöht und führt 
unter anderem zu subhämolytischen Schäden der Blutbestandteile (ENSMINGER et al. 2006). 
Einige Studien zeigen, dass die Verwendung der HLM mit erheblichen Organdysfunktionen 
und pathophysiologischen Prozessen einhergeht. Der Einsatz der HLM korreliert letztendlich 
auch mit der Mortalität der Patienten (HOMER-VANNIASINKAM et al. 1997, ALKAN et al. 
2007). Der Ischämie-Reperfusionsschaden wie auch die Inflammationsreaktion sind dabei von 
großer Bedeutung. 
 
2.4.1 Ischämie 
Eine mögliche durch die HLM hervorgerufene Komplikation ist die partielle Ischämie 
einzelner Organe (BELLOMO et al. 2008, TWAL et al. 2013). 
Während der Ischämiezeit kommt es zu einem starken Absinken der ATP-Konzentration: 
Durch den Sauerstoffmangel wird die Cytochrom-Oxidase der mitochondrialen Atmungskette 
beeinträchtigt, da die Elektronen aus den Komplexen I bis III nicht mehr auf den Sauerstoff 
übertragen werden können. Infolge des gestörten Elektronentransportes kann kein 
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elektrochemischer Protonengradient aufgebaut werden, sodass es zum Sistieren der ATP-
Synthase kommt, die unter physiologischen Bedingungen den elektrochemischen 
Protonengradienten als Antriebskraft nutzt, um aus Adenosindiphosphat (ADP)  und 
anorganischen Phosphaten Adenosintriphosphat (ATP) zu synthetisieren. Da die ATP-
Synthese blockiert wird, stellt der Organismus seine Energiegewinnung auf anaerobe 
Glykolyse um, welche jedoch dem ATP-Abfall nicht adäquat entgegenwirken kann 
(HOCHACHKA 1986): Unter aeroben Bedingungen werden aus 1mol Glukose 36mol ATP 
gewonnen, unter anaerobem Zustand hingegen nur 2mol ATP (MARTIN et al. 2006). 
Aufgrund der anaeroben Glykolyse steigt die Laktatkonzentration im Gewebe und im Blut, 
wodurch es zu einer Azidose kommt. Der Mangel an Energiemetaboliten des 
Zellstoffwechsels und die Azidose führen zu einer Verschiebung der 
Elektrolytkonzentrationen. Die energieabhängige Na
+
-K
+
-ATPase fällt aus, wodurch auch 
andere Transportproteine (Na
+
-Ca
2+
-Austauscher; Na
+
-K
+
-2Cl
-
-Austauscher; Na
+
-H
+
-
Austauscher) dysreguliert werden, was letztendlich zu einem osmotischen 
Konzentrationsgefälle zwischen Intrazellularraum und Extrazellularraum führt. Aufgrund 
dieses Gefälles kommt es zum Wassereinstrom in die Zelle und somit zum Zellödem 
(KORTHUIS et al. 1993, SCHMADERER et al. 2005). Durch die Hemmung der Na
+
-K
+
-
ATPase entwickelt sich einerseits eine Hyperkaliämie, andererseits kann Na
+ 
 nicht mehr auf 
dem üblichen Weg aus der Zelle transportiert werden. Aufgrund der intrazellulären Azidose 
ist gleichzeitig der Na
+
-Protonen-Austauscher aktiviert, um möglichst viele Protonen im 
Austausch von Na
+
 aus der Zelle zu transportieren. Die gehemmte Na
+
-K
+
-ATPase wie auch 
der aktivierte Na
+
-Protonen-Austauscher verursachen somit eine verstärkte intrazelluläre 
Akkumulation von Na
+
. Um das überschüssige Na
+
 aus der Zelle zu transportieren, verbleibt 
nur noch der Na
+
-Ca
2+
-Austauscher, sodass es zu einem intrazellulären Anstieg von Ca
2+
 
kommt. Da Ca
2+
 als Enzymaktivator und intrazellulärer Botenstoff eine wichtige Rolle bei der 
Regulation vieler Reaktionen in der Zelle spielt, wird durch die hohe intrazelluläre Ca
2+
-
Konzentration das Ca
2+
-Gleichgewicht der Zelle nachhaltig gestört: Aufgrund des 
intrazellulären Ca
2+
-Anstiegs werden Ca
2+
-abhängige Enzyme aktiviert wie etwa ATPasen, 
Phospholipasen, Proteasen und Endonukleasen mit nachfolgendener Membranzerstörung 
sowie Hydrolyse von DNA bis hin zu Nekrosen (vgl. Abb.1). 
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Abb. 1: Quellen und Folgen eines erhöhten zytosolischen Calciumspiegels bei  
Zellschädigung (modifiziert nach KUMAR et al. 2005)  
 
Die gesteigerte Phospholipase A2-Aktivität führt weiterhin zu einer vermehrten Freisetzung 
von proinflammatorischen Zytokinen (IL-8, TNF-α) (OKUSA 2002). Proinflammatorische 
Zytokine wie auch Endotoxine induzieren die verstärkte Freisetzung von Stickstoffmonoxid 
(NO
-
) in Endothelzellen. NO
-
 wirkt vasodilatatorisch und steigert die Gefäßpermeabilität 
(WARREN et al. 2009), was zur Ausbildung von Ödemen führen kann. 
 
2.4.2 Reperfusion 
In der Reperfusionsphase wird der Organismus wieder adäquat durchblutet und mit Sauerstoff 
versorgt. Das O2-reiche Blut strömt in das bereits geschädigte Gewebe ein. Die in der 
Ischämiephase funktionell beeinträchtigten Zellen werden dadurch jedoch endgültig 
irreversibel geschädigt (KLEIN et al. 1996). Die Reperfusionsschäden führen somit zu einer 
erheblichen Beeinträchtigung des Organismus: Während der Reperfusionsphase werden 
vermehrt reaktive Sauerstoffspezies (ROS) gebildet (LEHNERT und MARZI 2011), denen 
eine große Bedeutung bei der Entstehung des Reperfusionsschadens beigemessen wird. 
ROS sind instabile Verbindungen, die mindestens ein ungepaartes Elektronenpaar aufweisen. 
Aufgrund dieses Elektronenmangels sind ROS sehr reaktionsfreudig und gleichen diesen 
Mangel an Elektronen durch Reaktionen mit anderen Molekülen aus. Die wichtigsten ROS 
sind Hydroxyl(radikal), Hyperoxid(radikal) und Wasserstoffperoxid. ROS entstehen unter 
anderem auch im physiologischen Organismus als Nebenprodukt der oxidativen 
Phosphorylierung in den Mitochondrien, der Cytochrom-P450-vermittelten Biotransformation 
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sowie der peroxisomalen ß-Oxidation (ZATLOUKAL et al. 2004). Die gebildeten ROS 
werden von der Superoxiddismutase (SOD) zu Wasserstoffperoxid (H2O2) umgewandelt, 
welches durch die peroxisomale Katalase weiter zu Wasser (H2O) und Sauerstoff (O2) 
umgesetzt wird. Auch Interaktionen mit Antioxidantien (Vitamin C, Vitamin E, Glutathion) 
können H2O2 aus dem Organismus eliminieren.  
Aufgrund des ATP-Mangels während der Ischämie sistiert der Abbau von Adenosin zur 
Harnsäure auf der Stufe des Hypoxanthins, welches sich im Gewebe anreichert. Durch den 
ATP-Mangel erhöht sich gleichzeitig die Ca
2+
-Konzentration in der Zelle (vgl. 2.4.1), 
wodurch eine Ca
2+
-abhängige Protease die Spezifität der Xanthindehydrogenase verändert 
(McCORD 1987). Die Ca
2+
-abhängige Protease katalysiert also die Umwandlung von 
Xanthindehydrogenase zur Xanthinoxidase. Mit der Reperfusion wird der Organismus wieder 
mit O2 versorgt, sodass dieser unter der Wirkung der Xanthinoxidase mit dem übermäßig 
vorhandenen Hypoxanthin zu Harnsäure reagiert. Bei dieser Reaktion entstehen jedoch 
vermehrt ROS. Diese lösen Lipidperoxidationsreaktionen aus, die zu Destabilisierung der 
Membranen führen. Zusätzlich führen ROS zur Denaturierung von Eiweißen und 
Nukleinsäuren, was insbesondere Strangbrüche der DNA verursacht. ROS spielen somit eine 
große Rolle beim Reperfusionsschaden (ZATALOUKAL et al. 2004). Während der 
Reperfusion kommt es außerdem zu einer Anhäufung von neutrophilen Granulozyten im 
ischämisch geschädigten Gewebe (ENGLER 1989). Die aktivierten neutrophilen 
Granulozyten setzen wiederum ROS in großen Mengen frei. Über die membranständige 
Nikotinamidadenindinukleotidphosphat (NAD(P)H) -Oxidase der neutrophilen Granulozyten 
wird die Reaktion von NAD(P)H und O2 zu NAD(P)
+
, H
+
 und Superoxidanionen katalysiert. 
Neben der antibakteriellen und zellschädigenden Wirkung, beeinflussen ROS auch die 
Chemotaxis und regen somit weitere Granulozyten zur Imigration an (FERARI 1994), sodass 
ein Circulus Vitiosus entsteht. Durch die erhebliche Produktion von ROS in der Reperfusion 
wird die kompensatorische Kapazität der endogenen Antioxidantien überstiegen (MOORE et 
al. 1995).  
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Abb. 2: DNA-Strangbruch-abhängige PARP-1-Aktivierung (modifiziert nach BENEKE und 
BÜRKLE 2004) 
 
Neben den ROS wird auch vermehrt NO
-
 in den Endothelzellen und Makrophagen gebildet: 
Der durch die Ischämie verursachte Ca
2+
-Anstieg in den Zellen führt zur Aktivierung der 
endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS), die die Reaktion der Aminosäure L-
Arginin mit Sauerstoff zu NO
-
 katalysiert (KIETADISORN et al. 2012). Ebenso werden 
aufgrund der durch die EKZ hervorgerufenen Entzündungsreaktion vermehrt Makrophagen 
aktiviert, die über die induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase (iNOS) verstärkt NO
-
 
freisetzen. Das freigesetzte NO
-
 reagiert nun mit den ROS, welche ebenfalls in hoher 
Konzentration vorliegen, zu der reaktiven Stickstoffverbindung (RNOS) Peroxynitrit (ONOO
-
). Peroxynitrit-Verbindungen besitzen im Gegensatz zu ROS eine längere Halbwertszeit und 
können somit stärker reagieren. Peroxynitrit schädigt die Zellen, indem es 
Rezeptormodifikationen, Aufregulierung von Adhäsionsmolekülen, Ca
2+
-Dysregulation, 
Lipidperoxidation, DNA-Strangbrüche sowie mitochondriale Dysfunktionen verursacht 
(SZABÓ 2003, SZABÓ et al. 2007), was letztendlich zu Apoptose bzw. Nekrose führen kann. 
Die durch ROS und Peroxynitrit verursachten DNA-Schäden aktivieren die Poly(ADP)-
Ribose-Polymerase-1 (PARP-1) (ERDÉLYI et al. 2005). PARP-1 ist ein körpereigenes 
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Enzym, das an der Desoxyribonukleinsäure (DNA)-Reparatur beteiligt ist, indem es ein 
Polymer aus ADP-Ribose-Einheiten (PAR) synthetisiert und diese an nukleare Proteine 
transferiert. Die Poly(ADP)Ribosylierung ist eine direkte posttranslationale Modifikation von 
Proteinen, die jedoch nur unter hohem Energieverbrauch stattfinden kann (SZABÓ et al. 
2004, BÜRKLE 2005). Bei dieser Reaktion fällt die NAD
+
-Konzentration der Zelle innerhalb 
von 15 Minuten um 80% ab (YU et al. 2006). Die übersteigerte PARP-1-Aktivität verbraucht 
somit die intrazellulären NAD
+
-
 
und ATP-Vorräte. Aufgrund des Energiedefizits werden 
wichtige Transportsysteme dysreguliert, was letztendlich zu einem nekrotischen Zelltod 
führen kann (SZABÓ und DAWSON 1998, MURTHY et al. 2004, SZABÓ 2004, WANG et 
al 2011). 
Zusätzlich führt die übersteigerte Aktivierung von PARP-1 zur massenhaften Produktion von 
PAR. Die PAR-Polymere translozieren ins Zytosol, wo sie bei gleichzeitigem ATP-Mangel 
die Freisetzung des Apoptose induzierenden Faktors (AIF) aus dem Mitochondrium bewirken, 
indem sie mit der äußeren Mitochondrienmembran interagieren (YU et al. 2006, WANG et al. 
2009, WANG et al. 2011). Das freigesetzte AIF transloziert aus den Mitochondrien durch das 
Zytosol in den Nukleus, wo AIF Chromatinkondensation und DNA–Fragmentierung induziert 
und somit den apoptotischen Zelltod einleitet (SUSIN et al. 1999, CANDÉ et al. 2002). 
Die Apoptose ist neben der Nekrose eine Folge der durch die HLM-verursachten Ischämie- 
und Reperfusionsschäden (MOTOYAMA et al. 1998, MYERRS und McGARVIN 2009).  
 
2.4.3 Inflammation 
Die Verwendung der HLM in der Herzchirurgie ruft eine starke Entzündungsreaktion des 
Organismus hervor, die sich zu einem Systemischen Inflammatorischen Response Syndrom 
(SIRS) intensivieren kann (PAPARELLA et al. 2002, BAEHNER et al. 2012). Das Ausmaß 
der durch die HLM hervorgerufenen Inflammationsreaktion korreliert mit der klinischen 
Patienten-Prognose (HOLMES et al. 2002, ALLAN et al. 2010). 
Durch den Fremdkontakt des Blutes mit der HLM, die mechanischen Scherkräfte der HLM, 
das veränderte Blutflussprofil, den Ischämie-/Reperfusionschaden, die Hypotension, die Gabe 
von Heparin und Protamin, die Bluttransfusion sowie durch das operative Trauma werden 
verschiedene Kaskadensysteme wie das Gerinnungssystem, das Kinin-Kallikrein-System und 
das Komplementsystem aktiviert. Diese in sich verzweigten Mediatorkaskaden führen durch 
proteolytische Spaltung zur weiteren Aktivierung von proinflammatorischen Stimuli auf 
zellulärer wie auch auf humoraler Ebene. (BRIX-CHRISTENSEN 2001, LARMANN und 
THEILMANN 2004, KOZIK und TWEDDELL 2006, WARREN et al. 2009). 
13 
2.4.3.1 Gerinnungsaktivierung und Fibrinolyse 
Das Gerinnungssystem wird durch den Einsatz der HLM aktiviert. Ein wesentlicher Grund ist 
hierbei der Fremdoberflächenkontakt des Blutes wie auch die aufgrund der 
Blutstromverlangsamung und Entzündung hervorgerufenen Endothelschäden, wodurch Faktor 
XII des intrinsischen Systems aktiviert wird. Das schnellere extrinsische System wird über 
Gewebsfaktoren aktiviert, die bei Gewebsverletzungen während der EKZ freigesetzt werden. 
Das intrinsische wie auch das extrinsische System führen zur nachfolgenden Aktivierung des 
gemeinsamen Weges der plasmatischen Gerinnung. Als Kernreaktion der 
Koagulationskaskade steht die Spaltung von Fibrinogen zu Fibrin, welche durch die Protease 
Thrombin katalysiert wird. Neben der plasmatischen Gerinnung verursacht der Fremdkontakt 
des Blutes gleichzeitig eine Thrombozytenaktivierung bzw. -adhärenz. Die Interaktion der 
Thrombozyten mit der künstlichen Oberfläche kann zu einer Internalisierung von GP-IIb/IIIa-
Rezeptoren führen, über die sich Fibrinogenbrücken zwischen den einzelnen Thrombozyten 
ausbilden (GEMMELL et al. 1995). Die aktivierten Thrombozyten sezernieren aus ihren 
Granula den von-Willebrand-Faktor und den Plättchen-aktivierenden Faktor (PAF), die 
zusätzlich die Aggregation der Thrombozyten fördern. Nicht nur der 
Fremdoberflächenkontakt des Blutes aktiviert die Thrombozytenaggregation, sondern auch 
der Blut-Luft-Kontakt führt zu einer Thrombozytendestruktion. Auch die durch die EKZ 
hervorgerufene Immunantwort, bei der die aktivierten Leukozyten unter anderem PAF 
freisetzen, fördert  die Thrombozytenaggregation (HUPPELSBERG und WALTER 2005). 
Während der EKZ besteht oft ein Ungleichgewicht zwischen Pro- und Antikoagulantien, 
sodass es zu überschießender Gerinnung wie auch zu Blutungspathologien kommen kann 
(LAFFEY et al. 2002), denn neben der Hämostaseaktivierung wird auch das fibrinolytische 
System aktiviert, welches als Gegenspieler der Blutgerinnung gilt und die unerwünschte 
generalisierte Thrombosierung verhindert. Durch die Wirkung von Blut- und 
Gewebsaktivatoren entsteht aus der inaktiven Vorstufe Plasminogen das aktive Plasmin, 
welches das in der plasmatischen Gerinnung gebildete Fibrin proteolytisch spalten kann. Ein 
wichtiger Blutaktivator ist unter anderem der Gerinnungsfaktor XIIa, der das Kinin-
Kallikrein-System aktiviert, indem es Präkallikrein in das aktive Kallikrein umwandelt. 
Kallikrein wiederum überführt Plasminogen in Plasmin. Faktor XIIa wird neben dem Kontakt 
des Blutes mit anionischen Oberflächen auch direkt von Plasmin aktiviert, sodass während der 
gesamten EKZ als Folge der vermehrten Plasminproduktion die Fibrinolyse gesteigert ist 
(ENSMINGER et al. 2006). Durch die Gewebsaktivatoren Urokinase und tissue plasminogen 
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activator (t-pa), welche ebenfalls durch das Kinin-Kallikrein-System reguliert werden, kommt 
es zu einer zusätzlichen Aktivierung der Fibrinolyse. 
2.4.3.2 Kinin-Kallikrein-System 
Neben der Aktivierung der Fibrinolyse können Intermediärprodukte aus dem Kinin-
Kallikrein-System, was unter anderem über den Faktor VII aktiviert wird, auch die 
inflammatorische Reaktion während der EKZ begünstigen. Neutrophile Granulozyten werden 
direkt aktiviert. Zudem wird über das Nonapeptid Bradykinin, das durch Kallikrein vom High 
Molekular Weight Kinogen (HMWK) abgespalten wird, eine Erhöhung der 
Gefäßpermeabilität sowie eine Vasodilatation erreicht. Die erhöhte Gefäßpermeabilität 
erleichtert die Evasion von Proteinen und neutrophilen Granulozyten ins umliegende Gewebe. 
Über Kallikrein wird zudem die Aktivierung des Komplementsystems über C5 induziert.  
2.4.3.3 Komplementaktivierung 
Durch den Einsatz der HLM wird das Komplementsystem aktiviert, welches eine wichtige 
Funktion bei der humoralen Immunabwehr übernimmt. Die Komplementfaktoren steigern die 
Kapillarpermeabilität, wirken vasodilatorisch (DOWNING et al. 1992) und aktivieren 
proinflammatorische Zytokine, neutrophile Granulozyten und Thrombozyten (MOAT et al. 
1993). Zusätzlich wirkt das Komplementsystem selbst als lytisches System zur Beseitigung 
von pathogenen Mikroorganismen. Das Komplementsystem umfasst verschiedene 
Komponenten, die über ein Kaskadensystem entweder auf dem alternativen oder dem 
klassischen Weg aktiviert werden. Der Fremdoberflächenkontakt des Blutes aktiviert den 
alternativen Weg, was mit einer Erhöhung von C3a und C5a einhergeht (UTLEY et al. 1990). 
Nach der EKZ kommt es durch die Antagonisierung von Heparin mit Protamin zu einer 
zusätzlichen Aktivierung von C1, der ersten Komponente des klassischen Aktivierungsweges, 
mit nachfolgender Erhöhung von C4a und C3a (KIRKLIN et al. 1986, MOORE et al. 1988). 
Eine zentrale Rolle beider Wege übernimmt C3a. Der Plasma-C3a-Spiegel steigt während der 
EKZ signifikant an. Die Erhöhung der C3a-Konzentration ist unter anderem auch mit 
postoperativen kardialen, pulmonalen, renalen und hämodynamischen Dysfunktionen 
korreliert (KIRKLIN et al. 1983). Durch die Aktivierung von C3 entstehen seine 
Spaltprodukte C3a und C3b. C3a dient als chemotaktischer Lockstoff und induziert die 
Freisetzung von Entzündungsmediatoren aus Mastzellen. C3b bindet an Fremdmaterial, 
markiert dieses als fremd und aktiviert C5, welcher wiederum in C5a und C5b zerfällt. Unter 
der Wirkung von C5b und den Komponenten C6-9 werden die Zellmembranen durchlässig 
und Zellen werden schließlich lysiert.  
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Der Fremdkontakt des Blutes führt weiterhin zur Aktivierung des Faktor XII zu Faktor XIIa, 
welcher die Umwandlung von Präkallikrein in Kallikrein induziert. Kallikrein wiederum 
wandelt das Komplement 5 in seine aktive Form 5a um (BIRNBAUM 2002), was wie auch 
C3a eine Aggregation von neutrophilen Granulozyten und deren Adhäsion an Endothelzellen 
induziert (TONNESSEN et al. 1989). Zusätzlich induziert C5a die Freisetzung von 
lysosomalen Enzymen, Sauerstoffradikalen und Interleukinen aus neutrophilen Granulozyten 
(BOYLE et al. 1996). Neben Kallikrein induziert auch Plasmin eine direkte Aktivierung der 
Komplementkaskade durch die Spaltung von C3. 
2.4.3.4 Aktivierung des Immunsystems 
Der Kontakt des Blutes mit bioinkompatiblen Oberflächen aktiviert neben den Thrombozyten 
auch die Leukozyten. Diese haben die Funktion, den Organismus vor körperfremden 
Antigenen zu verteidigen. Um die Leukozyten aus der Blutbahn zu rekrutieren, erfolgt eine 
Selektinexpression (E-Selektin/ P-Selektin) auf Endothelzellen, Thrombozyten und 
Leukozyten. Die anschließende Aktivierung der Leukozyten wird durch inflammatorische 
Zytokine wie das Interleukin-8, Endotoxine, Komplementfaktoren, Thrombin und ROS 
induziert. Dies führt zur Expression von Adhäsionsmolekülen auf Leukozyten wie auch auf 
Endothelzellen und ermöglicht so die Migration der Leukozyten in das Gewebe, wo sie 
Leukotriene und ROS sezernieren. Diese stimulieren unter anderem die Lipidperoxidation, 
was zu zellulärer Dysfunktion, Zellödem und schließlich Zelltod führt (JORDAN et al. 1999). 
Im Zuge der Leukozytenaktivierung kommt es neben der Zellschädigung auch zu einer 
Leukozyten-Thrombozyten-Mikroaggregation, indem die Leukozyten an P-Selektine auf der 
Oberfläche von Thrombozyten binden.  
Zusätzlich hemmen die freigesetzten ROS die NO
-
-Freisetzung der Endothelzellen, was eine 
Vasokonstriktion verursacht. Die Vasokonstriktion zusammen mit der Leukozyten-
Thrombozyten-Mikroaggregation kann eine kapillare Okklusion verursachen (ZAHLER et al. 
1999), was zu einer lokalen Ischämie führt. Neben dem Fremdoberflächenkontakt beeinflusst 
auch eine teilweise unphysiologisch hohe Schubspannung während der EKZ die 
Leukozytenfunktion (BIRNBAUM 2002).  
Die Folge dieser komplexen systemischen Immunantwort sind Endothelschäden, gesteigerte 
Gefäßpermeabilität und Leukozytenextravasation, was letztendlich zu postoperativ 
auftretenden Organdysfunktionen führt (KOZIK und TWEDELL 2006). Allerdings handelt es 
sich bei den Entzündungsmechanismen im Vergleich zu den akut auftretenden (innerhalb von 
Stunden) Ischämie-Reperfusionsschäden um langsamere Prozesse, die sich erst nach 24 
Stunden manifestieren (SUTTON et al. 2009).  
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2.5 Auswirkungen auf die Niere 
Die EKZ verursacht Ischämie- und Reperfusionsschäden auch an der Niere (SCHELZIG et al. 
2003, TWAL et al. 2013). Die Ischämie und die verstärkte Produktion von ROS in der 
Reperfusionsphase schädigen das Nierengewebe (KANAOKA et al. 2010) und können zum 
akuten Nierenversagen (ANV) führen (BELLOMO et al. 2008). Beim ANV handelt es sich 
um eine akut einsetzende, rasche Abnahme der Nierenfunktion, die eine Verschlechterung der 
glomerulären Filtrationsrate (GFR), eine Retention harnpflichtiger Substanzen sowie 
Störungen des Flüssigkeits-, Elektrolyt- und Säure-Basen-Haushalts hervorruft. 
Ein ANV kann grundsätzlich durch prärenale (verminderte Perfusion), renale (primäre 
Schädigung von Nephronen) oder postrenale Faktoren (Abflussbehinderungen) verursacht 
werden (HEROLD et al. 2010). Bei der EKZ sind die prärenalen Ursachen bedeutend für die 
Entstehung eines ANV: Durch die inadäquate Durchblutung der Niere (LEURS et al. 1989), 
den Verlust der pulsatilen Perfusion (HICKEY et al. 1983) sowie die myokardiale 
Dysfunktion und die daraus entstehende Hypoperfusion der Niere nach der EKZ 
(NAKAMURO et al. 2004) können renale Schäden entstehen. Aber auch intrarenale Faktoren 
wie die entstehende Inflammationsreaktion, die während der EKZ durch 
Fremdoberflächenkontakt, Ischämie-Reperfusionsschäden, Endotoxine und dem operativen 
Trauma induziert wird, können ANV verursachen (ROSNER und OKUSA 2006).  
Schon seit den Anfängen des Einsatzes der HLM in den 1950er Jahren wurde deren 
Anwendung als ein erheblicher Risikofaktor identifiziert. Das Auftreten einer akuten 
Nierenschädigung als Komplikation eines kardiochirurgischen Eingriffs mit Verwendung der 
HLM beschrieben bereits 1962 DOBERNECK et al. an einer Studie mit 1000 Patienten. 
Obwohl sich zahlreiche Untersuchungen mit Optimierungsmöglichkeiten der HLM befassen, 
bleibt das Problem bestehen. Besonders in der Kinderkardiochirurgie ist das Auftreten des 
ANV nach HLM-Einsatz eine nicht selten vorkommende Komplikation: LI et al. (2011) 
definieren das Vorliegen eines akuten Nierenschaden mit dem Anstieg des 
Serumkreatinwertes auf über 50% des präoperativen Wertes innerhalb der ersten sieben Tagen 
nach EKZ. Von 311 pädiatrischen Patienten, deren angeborene Herzfehler mit Hilfe der HLM 
korrigiert wurden, zeigten 43% einen akuten Nierenschaden. Laut LASSNIGG et al. (2003) 
korrelieren sogar minimale postoperative Serumkreatininerhöhungen mit der Überlebensrate. 
Eine retrospektive Studie (BLINDER et al. 2012) beschrieb an 430 pädiatrischen Patienten (< 
90 Lebenstagen) mit kongenitalen Herzfehlern das Auftreten von ANV nach Operationen mit 
Einsatz der HLM (definiert nach dem pädiatrisch modifizierten original Acute Kidney Injury 
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Network) in 52% der Fälle. Das postoperative ANV korrelierte mit der Länge des 
Krankenhausaufenthalts. Zudem stieg die Mortalitätsrate auf 12% an im Vergleich zu 3% bei 
den Kindern, die nach dem kardiochirurgischen Eingriff kein ANV entwickelten.  
Die Ursachen für das Auftreten von ANV nach EKZ sind multifaktoriell. Das Vorkommen 
des ANV ist unter anderem abhängig von der HLM-Dauer und der Aortenverschlusszeit 
(BASKIN et al. 2005). Des Weiteren korreliert das ANV mit dem jungen Alter der Patienten, 
denn laut LI et al. (2011) sind zwar die Nephrone bei den Säuglingen komplett ausgebildet, 
aber die maximale GFR wird erst mit einem Alter von 2 Jahren erreicht. Deswegen tritt das 
ANV nach einer EKZ bei Kindern mit einer höheren Wahrscheinlichkeit auf (42% innerhalb 
von 42h nach EKZ) (LI et al. 2011) als bei Erwachsenen (1-30% innerhalb von 42h nach 
EKZ) (CONLON et al. 1999, STALLWOOD et al. 2004, SHAW et al. 2008).  
 
2.6 Verbesserungsmöglichkeiten 
Seit den Anfängen der HLM ist die Verbesserung von Ausrüstung und Technik Gegenstand 
intensiver Forschung. Trotz großer Fortschritte auf diesem Gebiet korreliert die Dauer der 
EKZ jedoch weiterhin eng mit der postoperativen Morbidität und Mortalität (ANGELINI et 
al. 2002, PUSKAS et al. 2003). 
Um systemische und organspezifische Folgen, die durch die Verwendung der HLM 
verursacht werden, weiter zu minimieren, beschäftigen sich zahlreiche Studien mit 
Optimierungsstrategien: 
Die systemische Inflammationsreaktion, die durch Fremdoberflächenkontakt des Blutes 
während der EKZ verursacht wird, konnte reduziert werden, indem die künstlichen 
Oberflächen der HLM (Schläuche, Filter, Oxygenatoren) mit biokompatiblen Substanzen wie 
Heparin (MAHARAJ und LAFFEY 2004) beschichtet wurden. Dies hatte positiven Einfluss 
auf die Beatmungsdauer sowie die Zeit des Intensiv- und Krankenhausaufenthaltes 
(MANGOUSH et al. 2007), sodass heparinbeschichtete Oberflächen in Hochrisikobereichen 
mit längeren Perfusionszeiten  durchgesetzt wurden. Allerdings findet trotz der 
Heparinbeschichtung noch eine beträchtliche Aktivierung der Plasmaproteine und 
korpuskulären Blutbestandteile statt. Das Ziel, Materialien mit nahezu physiologischen 
Oberflächen zu entwickeln, bleibt somit weiterhin Gegenstand intensiver Forschung. 
Durch eine moderate Hypothermie (28-32°C) konnten Ischämie-induzierte sowie 
inflammatorische Schäden reduziert werden (VASQUEZ-JIMENEZ et al. 2001). 
Auch pharmakologische Interventionen konnten Ischämie- und Reperfusionsschäden 
reduzieren: Laut LIU et al. (2013) konnte der Einsatz des Antidiabetikums Rosglitazon bei 
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Hunden den myokardialen Ischämie-/Reperfusionsschaden während der EKZ mindern. 
TWAL et al. (2013) und Twal (2013) beschrieben den positiven Einsatz von EGCG, das 
aufgrund seiner antioxidativen, antinitrosativen und antiapototischen Eigenschaften den 
Ischämie-Reperfusionsschaden in der Niere bei Schweinen reduzieren konnte. Der Einsatz 
einfacher Antioxidantien wie N-Acetylcystein während EKZ zeigten hingegen keine positive 
Wirkung auf die Niere (RISTIKANKARE et al. 2006, WIJEYSUNDERA et al. 2007). 
In dieser Dissertation werden der physikalische Einflussfaktor des pulsatilen Flusses sowie 
der pharmakologische Effekt von Minozyklin auf die Niere jeweils unabhängig voneinander 
untersucht. 
 
2.6.1 Blutflussprofil 
In der Kardiochirurgie ist der Einsatz der kontinuierlichen, nicht pulsatilen, okklusiven 
Rollerpumpe gebräuchlich, die während der EKZ einen unphysiologischen, nicht pulsatilen 
Fluss erzeugt. Das nicht pulsatile Blutflussprofil beeinträchtigt jedoch die Hämodynamik, den 
Zellstoffwechsel wie auch die Organfunktionen. Deswegen werden Systeme, die einen als 
physiologisch angesehenen pulsatilen Fluss erzeugen, diskutiert. 
Der pulsatile Fluss erreicht bei gleichbleibendem mittleren Fluss und Druckwerten höhere 
Energiewerte im Vergleich zu dem nicht pulsatilen Fluss, was zu einer besseren 
Mikrozirkulation des Gewebes führt (SHEPARD 1966, WRIGHT 1985). Zudem ist der 
periphere Widerstand während einer pulsatilen Perfusion niedriger (MANDELBAUM und 
BURNS 1965, MINAMI et al. 1990), wodurch die Organe besser perfundiert werden. 
Außerdem müsste der nicht pulsatile Strom zu einer Trennung des Partikelstroms von dem 
Flüssigkeitsstrom führen, wodurch immer die gleichen Erythrozyten an der Gefäßwand liegen 
und somit die Gesamtzahl der Erythrozyten schlechter deoxygeniert wird als bei einem 
pulsatilen Strom, bei dem es in der Diastole immer wieder zu einer Durchmischung der 
Blutbestandteile kommt. 
Trotz vieler Forschungen und Datensammlungen wird die Perfusionsmethode kontrovers 
diskutiert: Eine Studie an 30 Schweinen zeigte, dass der pulsatile Fluss keinen Vorteil 
gegenüber dem nicht pulsatilen Fluss in Bezug auf die Nieren- und Darmperfusion und auf 
die globale Entzündungsreaktion aufwies (VOSS et al. 2010).  
HINDMAN et al. (1995) fanden keine Unterschiede im zerebralen Blutfluss oder im 
Metabolismus zwischen pulsatiler und nicht pulsatiler HLM in Kaninchen unter 
normothermischen Bedingungen.  
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SADAHIRO et al. (1994) kamen zu ähnlichen Ergebnissen bei einem Versuch an 24 Hunden 
unter Hypothermie. Auch Forschungen bezüglich der Niere beschreiben ähnliche Ergebnisse. 
Eine Studie an 16 Hunden zeigte keine Unterschiede im renalen kortikalen Blutfluss unter 
Verwendung einer pulsatilen Perfusionsmethode im Vergleich zu der nicht pulsatile Methode 
(SINK et al. 1980). Diese Ergebnisse wurden durch die Studie von COOK et al. (1997) 
bestätigt.  
BADNER et al. (1992) untersuchten an 100 Patienten das Blutflussprofil nicht pulsatil vs. 
pulsatil und zeigten, dass der Perfusionsmodus keinen Einfluss auf die perioperative 
Nierenfunktion hat. POSWAL et al. (2004) untersuchten 100 Patienten hinsichtlich der 
Nierenfunktion während der EKZ und fanden keine signifikanten Unterschiede zwischen dem 
nicht pulsatilen und dem pulsatilen Fluss. Zu ähnlichen Ergebnissen kamen GU et al. (2011), 
die eine Studie an 32 Patienten durchführten und keine klinischen Unterschiede zwischen den 
zwei Perfusionsmethoden feststellten.  
Andere Studien hingegen widerlegen diese Meinung und zeigen, dass die pulsatile Perfusion 
Vorteile aufweist: 
UNDAR et al. (1999) zeigten an 14 Ferkeln (3kg KM), dass der renale Blutfluss postoperativ 
höher in der pulsatilen Gruppe war als in der nicht pulsatilen Gruppe. Auch NAKAMURA et 
al. (2004) beobachteten an 7 Schafen einen höheren renalen Blutfluss bei der pulsatilen 
Perfusionsmethode als bei der nicht pulsatilen. ALKAN et al. (2007) folgerten aus ihren 
Ergebnissen (50 pädiatrische Patienten), dass ein pulsatiler Blutfluss eine bessere Herz-, 
Nieren- und Lungenfunktion gewährleistet. Der pulsatile Fluss steigert zudem den zerebralen 
Blutfluss und senkt den zerebralen Gefäßwiderstand (WANG et al. 2010). Auch  O´NEIL et 
al. (2012) beobachteten eine bessere Mikrozirkulation in sublingualen Gefäßen unter einem 
Durchmesser von 20µm während der pulsatilen EKZ. Laut PRESTA et al. (2009) korreliert 
die pulsatile Perfusionsmethode mit einer besseren perioperativen Nierenfunktion. Eine 
Studie an 215 pädiatrischen Patienten zeigte, dass durch den pulsatilen Fluss eine bessere 
Nierenperfusion erzielt wird (KIM et al. 2005). ALKAN-BOZKAYA et al. (2013) 
untersuchten 81 pädiatrische Patienten und kamen zu dem Ergebnis, dass der Einsatz des 
pulsatilen Flusses im Vergleich zu dem Einsatz des nicht-pulsatilen Flusses zu einem 
verkürzten Krankenhausaufenthalt führt. 
Aufgrund der kontrovers diskutierten Perfusionsmethode während der EKZ soll in dieser 
Dissertation der Einfluss des nicht pulsatilen wie auch des pulsatilen Blutflussprofils auf die 
Niere nochmals untersucht werden. Um allein den Einflussfaktor der Perfusionsmethode zu 
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untersuchen, wird im Gegensatz zu anderen Studien ein technisch identisches HLM-System 
mit zusätzlich aufmodulierter Pulsatilität verwendet (vgl.3.6.1).  
 
2.6.2 Minozyklin 
Minozyklin ist ein Antibiotikum und zählt zur Gruppe der Tetrazykline. In diesem 
Zusammenhang wird Minozyklin heutzutage v.a. zur oralen Therapie bei schweren Formen 
der Akne eingesetzt (TOROK 2013). 
Neben seiner antibiotischen Wirkung besitzt Minozyklin auch zellprotektive Effekte, die 
allerdings noch nicht vollständig geklärt sind: 
Seine antiinflammatorische Wirkung besteht unter anderem in der Inhibition des Matrix-
Metalloprotease 9, die eine wichtige Rolle bei Entzündungsprozessen spielt (BRUNDULA et 
al. 2002, YAO et al. 2004, HAN et al. 2011). Auch seine antioxidative Wirkung wurde in 
verschiedenen Studien nachgewiesen: KRAUS et al. (2005) schrieben Minozyklin eine 
ähnliche Wirksamkeit als Radikalfänger zu wie alpha-Tocopherol (Vitamin E). LIN et al. 
(2004) zeigten, dass Minozyklin 6-Hydroxydopamin blockiert und somit die Produktion freier 
Radikale hemmt. 
Laut WANG et al. (2003) wirkt Minozyklin auch antiapoptotisch, indem es den Caspase-
abhängigen wie auch den Caspase-unabhängigen Apoptoseweg hemmt. 
Ein weiterer wichtiger Wirkmechanismus von Minozyklin, der der antiapoptotischen Wirkung 
vorgeschaltet sein könnte, ist die PARP-1-Inhibition (ALANO et al. 2006). Nach Ischämie-
/Reperfusionsschäden ist die PARP-1-Aktivität aufgrund der entstandenen DNA-
Strangbrüche signifikant erhöht (BÜRKLE 2005). Durch diese übersteigerte PARP-1-
Aktivität wird ein Energie verbrauchender, ineffizienter Metabolismus eingeleitet, der zum 
Zelluntergang führen kann (SZABÓ 2005) (vgl. 2.4.2). In den vergangenen Jahren wurde die 
Inhibition von PARP-1 intensiv erforscht (VIRÁG und SZABÓ 2002, BENEKE und 
BÜRKLE 2004): Die Generierung von PARP-1-knockout-Mäusen zeigte, dass diese Mäuse 
unter anderem vor den Auswirkungen von myokardialen Infarkten und lipopolysaccharid-
induziertem septischen Schock geschützt waren (HASSA und HOTTIGER 2002). Auch durch 
die pharmakologische Hemmung von PARP-1 konnte eine Protektion des Organismus 
gewährleistet werden: Ischämie-/Reperfusionsschäden sowie die systemischen 
Inflammationsreaktionen konnten reduziert werden (SZABÓ und DAWSON 1998, VIRAG 
und SZABÓ 2002, SZABO 2005). Auch HLM-bedingte Schäden an der Lunge konnten so 
vermindert werden (DHEIN et al. 2008) 
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Die pharmakologische Hemmung von PARP-1 ist somit ein neuer Ansatz für die 
experimentelle Prophylaxe von Ischämie-/Reperfusionsschäden und Entzündungen. Zudem 
könnten PARP-1-Inhibitoren auch in der Schocktherapie genutzt werden (SZABO und 
DAWSON 1998). 
Die positive Wirkung von Minozyklin auf Ischämie-/Reperfusionsschäden am ZNS ist 
Gegenstand intensiver Forschung: In einer Studie an Kaninchen wurde Minozyklin intravasal 
nach einem Ischämie/-Reperfusionschaden appliziert. Anschließend wurde das Rückenmark 
untersucht. Hier zeigte sich eine deutliche Minderung der motorischen Dysfunktion der 
Hintergliedmaßen. Auch der Ischämie-/Reperfusionsschaden in der grauen Substanz des 
Rückenmarks konnte abgemildert werden (WATANABE et al. 2012). MORIMOTO et al. 
(2005) untersuchten die neuroprotektive Wirkung von Minozyklin während eines Ischämie-
/Reperfusionsinsultes in Mäusen. Minozyklin reduzierte das Infaktgebiet, die Hirnschwellung 
sowie neurologische Defizite nach 24 Stunden. 
Es wurde gezeigt, dass Minozyklin den Ischämie-/Reperfusionsschaden am ZNS reduzieren 
konnte. Auch an der Niere konnte Minozyklin nach einer vollständigen bilateralen 30-
minütigen Ischämie mit nachfolgender 24-stündiger Reperfusion aufgrund seiner 
antiinflammatorischen und antiapoptotischen Eigenschaften Schäden begrenzen (KELLY et 
al. 2004). 
Ein Teilziel dieser Dissertation ist zu bewerten, ob Minozyklin auch nach einer inkompletten 
90-minütigen Ischämie (EKZ) mit nachfolgender 2-stündiger Reperfusion renoprotektive 
Eigenschaften aufweist.  
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3 Material und Methoden 
 
3.1 Versuchstiere 
Die Versuche wurden im Rahmen der Genehmigung W05/12 und W05/11 
(Regierungspräsidium Leipzig, Referat 24, Baustraße 2 in 04013 Leipzig) am Herzzentrum 
Leipzig durchgeführt. 
Für die Versuchsdurchführung wurden 4-6 Wochen alte, 8-15kg schwere Ferkel der Rasse 
Angler-Sattelschwein verwendet. Die Tiere wurden aus dem Lehr- und Versuchsgut Oberholz 
der Veterinärmedizinischen Fakultät der Universität Leipzig bezogen. 
 
3.2 Gruppeneinteilung 
Die insgesamt 37 Tiere wurden in 5 Gruppen aufgeteilt, um die formulierte Fragestellung 
(vgl. 1) zu beantworten:  
 
Gruppe „nicht pulsatile HLM“ (n = 9) 
In der nicht pulsatilen HLM-Gruppe wurde der Effekt des nicht pulsatilen Flusses der HLM 
auf die Niere untersucht.  
 
Gruppe „Minozyklin +HLM“ (n = 6) 
In dieser Gruppe wurde der Einfluss des nicht pulsatilen Stroms der HLM untersucht, sowie 
die Wirkung von Minozyklin auf die Niere. 
 
Gruppe „pulsatile HLM“ (n = 7) 
Die pulsatile HLM-Gruppe wurde an die HLM, deren Fluss pulsatil aufmoduliert wurde, 
angeschlossen. In dieser Gruppe konnte untersucht werden, wie sich der pulsatile Fluss auf 
den Ischämie-/Reperfusionsschaden auswirkt. 
 
Gruppe „Minozyklin-Kontrolle“ (n = 6) 
In dieser Kontrollgruppe wurde neben dem Effekt der Narkose und der Thorakotomie die 
Wirkung von Minozyklin beurteilt.  
 
Gruppe „Kontrolle“ (n = 8) 
Die Ferkel der Kontroll-Gruppe wurden nicht an die HLM angeschlossen, sondern es wurde 
lediglich der Einfluss der Narkose und der Thorakotomie auf die Niere evaluiert. 
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Tab. 3: Gruppeneinteilung 
 HLM +/- Minozyklin +/- 
nicht pulsatile HLM + - 
Minozyklin+HLM + + 
pulsatile HLM + - 
Minozyklin-Kontrolle - + 
Kontrolle  - - 
 
3.3 Versuchsablauf 
Die Tiere der HLM-Gruppen wurden thorakotomiert, kanüliert und an die HLM 
angeschlossen. Die Zeitspanne des Herzstillstands betrug 90min. Anschließend folgte eine 30-
minütige Reperfusionszeit, zu deren Beginn die Aortenklemme geöffnet wurde, wodurch das 
Herz wieder zu schlagen begann. Nach dem Abgehen von der HLM erfolgte eine 90-minütige 
Rekonvaleszenzzeit. 
Die Kontrollgruppen wurden nicht an die HLM angeschlossen. Sie wurden jedoch auch 
thorakotomiert und über 4 Stunden anästhesiert. Die Messwerte wurden wie auch bei den 
anderen Gruppen über die gesamte Versuchszeit (30min Vorbereitungszeit, 90min 
Herzstillstand, 30min Reperfusionszeit, 90min Rekonvaleszenzzeit) kontinuierlich 
aufgezeichnet. 
Den Ferkeln aus den Minozyklin-Gruppen wurden zusätzlich 30min vor HLM-Anschluss 
4mg/kg Minozyklin und am HLM-Ende 2mg/kg, aufgelöst in 10ml 0,9%igem Natriumchlorid 
(NaCl), injiziert. 
Am Ende des Versuchs wurden die Ferkel euthanasiert, indem die Narkose vertieft wurde und 
die Ferkel entblutet wurden. Anschließend wurden die zu untersuchenden Organe 
entnommen. 
 
Tab. 4: Versuchsprotokoll 
Uhrzeit/min Dauer/min HLM- Zeiten Proben Minozyklin- 
Gruppen 
0-30 30 Vorbeitungszeit 
Anschluss an HLM 
0min: 
 Urin 
 Blut 
 BGAvenös/arteriell 
4mg/kg 
Minozyklin 
30-120 90 Herzstillstand 120min:  
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 Blut 
 BGAvenös/arteriell 
120-150 30 Reperfusionszeit + 
Wiedererwärmung 
 2mg/kg 
Minozyklin 
150-240 90 Rekonvaleszenzzeit 240min: 
 Urin 
 Blut 
 BGAvenös/arteriell 
 
Post mortem Organentnahme 
 
3.4 Anästhesie  
Die Durchführung der Allgemeinanästhesie war in allen Gruppen identisch. 
3.4.1 Prämedikation 
Im Lehr- und Versuchsgut Oberholz wurde den Ferkeln  Midazolam (0,5mg/kg KM) und 
Atropinsulfat (0,02-0,04mg/kg KM) als Prämedikation zur Sedation intramuskulär (i.m.) 
injiziert. Zur Narkoseeinleitung wurde (15-20mg/kg KM) Ketaminhydrochlorid intramuskulär 
injiziert. 
Die Schweine wurden narkotisiert in das nahegelegene Herzzentrum Leipzig transportiert. 
 
3.4.2 Narkose  
Im Herzzentrum Leipzig wurde den Tieren ein venöser Zugang am Ohr in die V. auricularis 
gelegt um Metamizol-Natrium intravenös (i.v.) zu injizieren und bei Bedarf 
Ketaminhydrochlorid (10mg/kg) nachzudosieren. 
Anschließend wurden die Ferkel in Bauchlage gebracht und mit einem 5,0 French Tubus 
intubiert, welcher an das halbgeschlossene Beatmungsgerät CATO angeschlossen wurde. Mit 
3Vol% Isofloran und 100Vol% Sauerstoff wurde das System angeflutet um nach Ansättigung 
der Exspirationsluft die Narkose mit 1,5 Vol% Isofluran, Luft (1,5 l/min) und Sauerstoff (0,8 
l/min) aufrechtzuerhalten. Die eingestellten Beatmungsparameter (vgl. Tab. 5) wurden 
entsprechend dem Kohlendioxidpartialdruck, der im Bereich von 35-45mmHg liegen sollte, 
angepasst. 
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Tab. 5: Beatmungsparameter 
Ventilation TI: 
TE 
Vt PEEP 
max 
Pmax Atem-
frequenz 
O2 Luft Isofluran 
IPPV 1:1,5 10ml/kg 
KM 
1mbar 25mmbar 20-
30/min 
0,8L/min 1,5l/min 1,5Vol-
% 
 
Die Atmung und der pulmonale Gasaustausch wurden mit Hilfe der Kapnographie, der 
Pulsoxymetrie und regelmäßigen intraoperativen arteriellen Blutgasanalysen kontrolliert. 
Nach der Intubation wurde das Tier in Rückenlage gebracht. 
Zur Überwachung der Kreislaufparameter wurde ein Elektrokardiogramm (EKG) an alle vier 
Extremitäten angeschlossen, eine 5-French Schleuse in die A. femoralis zum invasiven 
arteriellen Blutdruckmonitoring gelegt und ein 3-lumiger zentraler Venenkatheter in die V. 
jugularis platziert, um den zentralen Venendruck (ZVD) zu kontrollieren. Die Hämodynamik 
konnte mittels des Pulskontur-Herzzeitvolumens (PiCCO) gemessen werden. Die 
Körpertemperatur wurde durch eine Rektalmesssonde erfasst.  
Die Inhalationsnarkose mit Isofluran wurde mit dem Opiod-Analgetikum Sufentanil (0,5- 
2µg/kg KM, Nachdosierung: 0,15-0,7µg/kg KM) kombiniert. Sufentanil wurde nach Bedarf 
intermittierend als Bolus gegeben.  
Zusätzlich wurde vor Eröffnung des Thorax Pancuroniumbromid (0,2mg/kg KM) als 
Muskelrelaxans i.v. injiziert. 
Während der HLM-Zeit wurde die Inhalationsanästhesie durch eine Total Intravenöse 
Anästhesie (TIVA) ersetzt, welche aus einer kontinuierlichen Propofolgabe (25-35mg/kg 
KM/h) und einer intermittierenden Sufentanilbolusgabe (0,5- 0,2µg/kg KM, Nachdosierung: 
0,15-0,7µg/kg KM) bestand. Die Beatmung konnte in dieser Zeit auf ein Minimum reduziert 
werden, da die HLM die Oxygenierung des Blutes übernahm. Die Kontrollgruppen wurden in 
dieser Zeit mit 1,5l/min Luft und 0,8l/min O2 weiterbeatmet.  
In der Reperfusionszeit wurde kurzfristig ein positiver endexspiratorischer Druck (PEEP) von 
10mmHg eingestellt, um die Lunge zu blähen und Atelektasen zu beseitigen. 
Nach der HLM-Zeit wurde die Inhalationsanästhesie wieder aufgenommen. 
Um die Tiere adäquat zu infundieren, wurden initial 20-40ml/kg/h Infusion (E153) über die 
V. auricularis infundiert. Während des OP-Verlaufs wurde die Infusionsmenge auf 5-10ml/kg 
KM/h reduziert. Zusätzlich wurde die Infusionsmenge kontinuierlich an den ZVD und den 
arteriellen Mitteldruck (MAD) angepasst. In Abhängigkeit von dem Hämatokrit (Hkt) wurde 
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die E153-Infusion durch eine Bluttransfusion oder durch Hydroxyethylstärke (HES) ersetzt. 
Zusätzlich wurde bei einem Blutzuckerwert  <5mmol/l 5% ige Glukose infundiert. 
Die weitere Medikation war abhängig von der aktuellen Herz-Kreislauf-Situation, dem Säure- 
Basen-Haushalt und den Elektrolyten (vgl. 3.7).  
 
Tab. 6: Verwendete Medikamente 
Wirkstoff Präparatname  Firma Dosierung 
Atropinsulfat „Atropinsulfat 
0,5mg/ml“ 
B. Braun; 
Melsungen, D 
0,02mg/kg KM i.m. 
Calciumglukonat „Calciumglukonat 
10%“ 
B. Braun; 
Melsungen, D 
23mmol/Tier nach 
Bedarf 
Epinephrin „Suprarenin“  
1mg/ml 
Sanofi-Aventis 
Deutschland GmbH; 
Frankfurt a.M, D 
0,001mg-0,02mg/kg 
KM/h 
Glukose- 
Monohydrat 
„Glukosteril 5% 
500ml“ 
Fresenius Kabi 
Deutschland GmbH; 
Bad Homburg, D 
Nach Bedarf 
Heparin- Natrium „Heparin- Natrium- 
25.000-ratiopharm“ 
Ratiopharm GmbH; 
Ulm, D 
300I.E./kg KM 
Hydroxyethylstärke „HES 6 130/0,42 in 
Ringer Acetat 500ml 
Vitafusal  6%“ 
Serumwerk Bernburg 
AG; 
Bernburg, D 
Nach Bedarf 
Isofluran „Isoba“ 
 
Intervet; 
Unterschleißheim, D 
2,5-4 Vol-% zur 
Anflutung; 1,5 Vol-
% als Erhaltung 
Kardioplegielösung 
nach Bretschneider 
„Custodiol“ Dr. Franz Köhler 
Chemie GmbH; 
Bensheim, D 
Initial 350ml, danach 
nach Bedarf bis 
Herzstillstand 
Ketaminhydro- 
chlorid 
„Ursotamin“ 
 100 mg/ml 
Serumwerk Bernburg 
AG; 
Bernburg, D 
25mg/kg KM i.m. 
Nachdosierung: 
10mg/kg KM i.v. 
Magnesiumsulfat- 
heptahydrat 
„Mg 10% Inresa“ Inresa Arzneimittel 
GmbH; 
Freiburg, D 
1g/Tier i.v. 
Metamizol „Vetalgin“ 
500mg/ml 
Intervet Deutschland 
GmbH; 
Unterschleißheim, D 
50mg/kg KM 
Midazolam „Midazolam-
ratiopharm“ 
15mg/3ml  
Ratiopharm GmbH; 
Ulm, D 
0,5mg/kg KM i.m. 
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Minozyklin „Minocycline 
hydrochlorid“ 
Sigma-Aldrich; 
München, D 
4mg bzw.2 mg/kg 
aufgelöst in 10ml 
0,9% Natriumchlorid 
Natriumchlorid „Isotonische 
Kochsalzlösung 0,9% 
500ml“ 
Serumwerk Bernburg 
AG; 
Bernsburg, D 
Nach Bedarf 
Natriumchlorid, 
Kaliumchlorid, 
Calciumchlorid- 
dihydrat, 
Magnesiumchlorid-
hexahydrat, 
Natriumacetat- 
hydrat 
„E 153 Elektrolyt 
Infusionslösung 
500ml“ 
Serumwerk Bernburg 
AG; 
Bernsburg, D 
Nach Bedarf 
Natriumhydrogen- 
carbonat 
„Natriumhydrogen-
carbonat 1molar 
8,4%“ 
Serag Wiessner KG; 
Naila, D 
(-BE)*0,3*kg KM= 
mmol Natrium-
hydrogen-carbonat 
i.v. 
Norepinephrin „Arterenol“ Sanofi-Aventis 
Deutschland GmbH; 
Frankfurt a.M., D 
0,005mg- 0,02mg/kg 
KM/ h 
Pancuroniumbromid „Pancuronium- 
ratiopharm“  
Ratiopharm GmbH; 
Ulm, D 
0,2mg/kg KM i.v. 
Propofol  „Propofol 2%“ 
20mg/ml 
MCT Fresenius Kabi; 
Bad Homburg, D 
13-17mg/kg/ml/h i.v. 
Protaminhydro- 
chlorid 
„Protamin ME 
5.000I.E./ml 
MEDA Pharma 
GmbH&Co. KG; 
Bad Homburg, D 
300I.E/kg KM 
Sufentanil-
dihydrogencitrat 
„Sufenta“ 50µg/ml 
Injektionslösung 
Janssen-Cilag; 
Neuss,D 
0,5- 2µg/kg KM, 
Nachdosierung: 
0,15-0,7µg/kg KM 
Trometamol „3M-Trometamol-
Lösung Baxter“ 
Baxter Deutschland 
GmbH; 
Unterschleißheim, D 
(-BE)*0,3*kg KM= 
mmol Trometamol 
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Tab. 7: Verwendetes Zubehör für die Anästhesie, das Monitoring und die chirurgische  
              Intervention 
Zubehör Gerätname  Firma Größe  
“PiCCO”-Gerät 
Pulse Contour Cardiac 
Output 
“PiCCO” 
 
Pulsion Medical 
Systems; 
München, D 
 
3-lumiger 
zentralvenöser 
Katheter 
„viellumiger 
Polyurethan- 
Verweilkatheter“ 
Arrow; 
Reading, PA, USA 
7 Fr*20cm mit Blue 
Flex Tip 
Arterieller Katheter/ 
“PiCCO” 
“Pulsiocath 5 Fr 
Thermodilution 
Catheter 20cm” 
Pulsion Medical 
Systems AG; 
München, D 
5 Fr*20cm 
Blutgasanalysegerät “ABL 725” 
 
Radiometer 
Medical ApS; 
Bronshoj, DK 
 
Filter „DAR“ Covidien; 
Mansfield, MA, 
USA 
Elekrostatischer Filter, 
klein 
Monitoring Device “Infinity delta” Dräger; 
Lübeck, D 
 
Venenverweilkatheter „Vasofix Safety“ B. Braun; 
Melsungen, D 
22G, 0,9*25mm 
Venöse Schleuse “Hemostasis 
Introducer” 
St. Jude Medical; 
Minnetonka, MN, 
USA 
4 Fr 
Verdampfer für 
Isofloran 
„Vapor 19.3“ Dräger; 
Lübeck, D 
 
 
3.5 OP 
Um das Schwein kardial zu instrumentieren, wurde eine mediane Sternotomie durchgeführt. 
Die  A. und V. thoracica interna wurden ligiert, um ungewollte Blutungen zu vermeiden. 
Nach der Eröffnung des Perikards erfolgte nun die Kanülierung für die extrakorporale 
Zirkulation (EKZ). Hierfür wurde eine venöse Kanüle für das rechte Herzohr, eine arterielle 
Kanüle für die Aorta ascendens und eine Kardioplegienadel für die Aortenwurzel benötigt. 
Zuerst wurde jeweils eine Tabaksbeutelnaht in die obengenannten Strukturen eingebracht, um 
dann nach einer Stichinzision in dem Zentrum dieser Naht die entsprechende Kanüle 
einzubringen. Anschließend wurde die Tabaksbeutelnaht angezogen und die Kanülen mittels 
Tourniquets fixiert. 
Die venöse und arterielle Kanüle wurden nun mit den flüssigkeitsgefüllten Schläuchen der 
HLM konnektiert. 
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3.6 Extrakorporale Zirkulation (EKZ) 
 
3.6.1 Aufbau der HLM 
Das verwendete pädiatrische Einmal-Schlauchsystem (1cm) verband die venöse 4-French- 
Kanüle im rechten Vorhof mit dem venösen Reservoir der HLM. Das venöse Blut gelangte 
passiv in das unterhalb des Schweineherzniveaus liegende Reservoir der HLM. Auch das 
Blut, das während der OP aus dem Thorax mit Hilfe des HLM-Saugers drainiert wurde, 
gelangte in das Reservoir. Das zirkulierende Volumen konnte mit Hilfe des Reservoirs 
situationsabhängig variiert werden.  
Die Rollerpumpe leitete das gefilterte Blut über das Schlauchsystem in den 
Membranoxygenator. Dieser war für den Gasaustausch während der EKZ verantwortlich. 
Durch eine mikroporöse Polypropylen-beschichtete Hohlfasermembran wurde die Blutseite 
von der Gasseite getrennt. Entlang dieser gasdurchlässigen Membran wurde durch 
Partialdruckdifferenzen das Blut mit Sauerstoff angereichert und von Kohlendioxid befreit. 
Im Oxygenator war zusätzlich ein Wärmeaustauscher integriert, der das Blut und somit die 
Körpertemperatur des Ferkels auf 28°C herunter gekühlt und nach 90min des Herzstillstands 
wieder auf 37°C erwärmt hat. 
Eine systemische Hypothermie während der EKZ setzt die zelluläre Stoffwechselaktivität 
herab und erhöht somit die Ischämietoleranz des Gewebes (CONOLLY et al. 2000). 
Das oxygenierte Blut wurde über ein weiteres Schlauchsystem und letztendlich über die 
arterielle Kanüle in den Aortenbogen und somit in den Kreislauf des Ferkels zurückgepumpt. 
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Abb. 3: Schematische Darstellung der extrakorporalen Zirkulation (EKZ) 
 
3.6.2 Durchführung der extrakorporalen Zirkulation  
Das Füllen und Entlüften der HLM, das sogenannte Priming, erfolgte vor Beginn der OP. 
Hierfür wurden 500ml Vollblut von einem Spenderschwein verwendet. Zusätzlich wurde das 
System mit 1.000I.E./kg KM heparinisiert. 
Vor der Kanülierung des Herzens wurde den Ferkeln 300I.E/kg KM Heparin-Natrium injiziert 
um Blutgerinnung und somit Blutaggregation und Thrombenbildung während des HLM-
Zeitraums zu verhindern. Über die Activated Clotting Time (ACT), die über 400sec liegen 
sollte, wurde die Wirksamkeit der Heparinisierung mindestens alle 30min kontrolliert. 
Nach arterieller und venöser Kanülierung wurde die HLM konnektiert. Um die EKZ zu 
starten, wurde die Rollerpumpe mit einem Fluss von 100ml/min/kg KM angefahren. In 
diesem Versuch wurde eine Rollerpumpe eingesetzt, die sowohl einen pulsatilen Fluss 
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(pulsatile HLM-Gruppe) wie auch einen nicht pulsatilen Fluss (nicht pulsatile HLM-Gruppe; 
Minozyklin+ HLM-Gruppe) erzeugen konnte.  
Anschließend wurde die Aortenwurzel mit der Kardioplegiekanüle punktiert und die Aorta 
ascendens wurde geklemmt. Die 4°C kalte Kardioplegielösung wurde druckkontrolliert 
infundiert, um einen diastolischen Herzstillstand auszulösen. Durch die hohe Kalium- und die 
niedrige Natrium- und Kalziumkonzentration der Kardioplegielösung wird die zur 
Kontraktion führende Depolarisation von Zellmembranen verhindert (BRETSCHNEIDER 
1980). Während des 90-minütigen Herzstillstands wurden 1500ml Kardioplegielösung 
benötigt. Die Aortenklemme wurde nach dieser Zeit geöffnet. Durch die Durchblutung der 
Koronararterien begann das Herz wieder spontan zu schlagen. In der Regel musste jedoch die 
Herzaktivität durch Katecholamingabe stimuliert werden. Teilweise musste das flimmernde 
Herz mit 10 Joule defibrilliert werden. 
Nach der 30-minütigen Reperfusionszeit und dem erfolgreichen Abgang von der HLM wurde 
die systemische Heparinisierung mit Protamin antagonisiert. 
 
Tab. 8: Verwendetes Zubehör für die HLM 
Zubehör Name/ Typ Firma 
ACT- Gerät „Automated Coagulation Timer“ Medtronic HemoTec; 
Englewood, CO, USA 
Arterielle Kanüle “Arterielle Kanüle 10 F” Polystan A/S; 
Värlöse, DK 
Filter “40 Micro Lilliput Concept D 
736” 
Dideco; 
Mirandola, I 
HLM- Gerät/ 
Rollerpumpe 
“SIII” Stöckert GmbH; 
Freiburg, D 
Kardioplegiekanüle “Kardioplegiekanüle 4 Fr 18 G” Medtronic GmbH Deutschland; 
Meerbusch, D 
Membranoxygenator 
+ Hartplastik- 
Reservoir 
“D901 Lilliput” 
 
Dideco; 
Mirandola, I 
Normohypothermie- 
gerät 
“Normohypothermiegerät” Stöckert Instrumente GmbH; 
München, D 
Schläuche „Kinder Kompl. Set“ Sourin Group Deutschland GmbH; 
München, D 
Venöse Kanüle „Venous Catheter Dia 6/8mm 
24F Soft Tip” 
Polystan A/S; 
Värlöse, DK 
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3.7 Monitoring 
 
3.7.1 Mittlerer arterieller Blutdruck und Herzzeitvolumen 
Der Blutdruck ist ein gutes Maß für die Beurteilung der Herz-Kreislauf-Situation. 
Mittels des arteriellen Katheters in der A. femoralis konnte kontinuierlich der Blutdruck 
gemessen werden. Der mittlere arterielle Blutdruck (MAD) wurde während des gesamten 
Versuchs >50mmHg gehalten.  
Bei einer Hypotonie (MAD < 50mmHg) wurde Noradrenalin über den Perfuser injiziert, 
nachdem ein Volumenmangel oder eine zu tiefe Narkose als Ursache hierfür ausgeschlossen 
wurden. 
Über diesen arteriellen Katheter, der zusätzlich einen Thermistor enthält, und durch das 
PiCCO-System, wurden Herzzeitvolumen und weitere volumetrische Parameter bestimmt. 
Zur Kalibrierung des PiCCO-Systems wurden 10ml einer 4°C gekühlten isotonischen NaCl-
Lösung  herznah über den ZVK, der mit einem Injektattemperatur-Sensorgehäuse verbunden 
war, in die V. jugularis externa injiziert. Die Temperaturveränderungen des vorbeiströmenden 
Blutes in der A. femoralis wurden über die dort platzierte Messsonde detektiert. Die 
Kalibrierung wurde dreimal in Folge wiederholt, anschließend der Mittelwert gebildet. Durch 
die Analyse der Thermodilutionskurve konnte nach dem modifizierten Stewart-Hamilton 
Algorithmus das Herzzeitvolumen berechnet werden. Anschließend konnte durch die 
arterielle Pulskonturanalyse des PiCCO-Systems das Herzschlagvolumen kontinuierlich 
ermittelt werden. 
Bei den 10kg schweren Schweinen betrug das Herz-Zeit-Volumen 1,5-2l/min. Bei 
verminderter Auswurfleistung des Herzens nach der HLM konnte dies durch Adrenalin- oder 
Calciumgaben korrigiert werden. 
 
3.7.2 Elektrokardiogramm 
Um die Herzaktivität zu kontrollieren, wurde zu Versuchsbeginn ein EKG angelegt, was 
während des gesamten Versuchs die elektrischen Impulse des Herzens über Elektroden 
abgeleitet hat. Die Herzfrequenz lag zwischen 80 und 120/min. Bei tachykarden 
Rhythmusstörungen wurde 1g Magnesiumsulfatheptahydrat/ Schwein appliziert. 
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3.7.3 Zentralvenöser Druck (ZVD) 
Um die intravasale Volumensituation kontinuierlich zu überprüfen, wurde ein zentraler 
Venenkatheter in die V. jugularis externa gelegt. Beim Absinken des ZVD unter 8mmHg 
konnte durch Infusionen gegenreguliert werden, sodass ein ZVD zwischen 8 und 12mmHg 
toleriert wurde. 
 
3.7.4 Sauerstoffsättigung 
Die arterielle Sauerstoffsättigung des Blutes wurde mittels Pulsoxymeter kontinuierlich 
überprüft. Das Pulsoxymeter wurde an der Zunge der Ferkel angebracht und sollte nicht 
längerfristig unter 95% liegen, um eine adäquate Oxygenierung des Organismus zu 
gewährleisten. Zusätzlich wurde halbstündig  die Sauerstoffsättigung des Blutes durch 
Blutgasanalysen (BGA) bestimmt.  
 
3.7.5 Blutgasanalysen (BGA) 
Zur Überwachung der Stoffwechsellage der Ferkel wurden halbstündig BGAs durchgeführt. 
Dafür wurde 1ml arterielles Blut aus der A. femoralis entnommen und in dem BGA-Gerät 
analysiert. 
Neben den Elektrolyten (Na
+
: 130- 170mmol/l, K
+
: 3,3- 4,5mmol/l, Ca
2+
: 2,5- 3,3mmol/l, Cl
-
: 
100-110mmol/l) wurden die Partialdrücke von Sauerstoff und Kohlendioxid (pCO2: 35-
45mmHg und pO2: > 150mmHg) sowie der pH-Wert (7,35-7,45), Base Excess (0- 7mmol/l) 
und Laktat bestimmt. Bei Abweichungen von den pysiologischen Werten wurde 
medikamentös interveniert.  
 
3.8 Postoperative Untersuchung 
 
3.8.1 Probenentnahme 
Die Proben wurden von der rechten Niere am Nierenpol unmittelbar nach dem Tod 
entnommen. 
Ein Teil der Proben wurden für die Histologie in 4%igem Formalin nach LILIE fixiert. Die 
formalinfixierten Proben wurden nach 7 Tagen mit dem Einbettautomaten eingebettet und in 
Paraffin überführt. Anschließend wurden mit Hilfe des Schlittenmikrotoms die gekühlten 
Blöcke in 2µm dicke Semidünnschnitte geschnitten und diese auf Objektträger gezogen. 
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Ein anderer Teil der Proben wurde für biochemische Analysen in Flüssigstickstoff 
schockgefrostet und anschließend bei -80°C bis zur Weiterverarbeitung (vgl. 3.8.5) 
zwischengelagert.  
 
3.8.2 Hämatoxylin-Eosin-Färbung (HE) 
Die Hämatoxylin-Eosin-Färbung (HE) ist eine typische Übersichtsfärbung für die 
Gewebsmorphologie. 
Hämatoxylin färbt negativ geladene Anteile wie die DNA blau, wohingegen Eosin das 
Zytoplasma sowie weitere extrazelluläre Anteile rot anfärbt. 
Es wurde nach folgendem Protokoll vorgegangen: 
Die Proben wurden 10min und danach 3min in Xylol entparaffiniert. Anschließend wurden 
die Schnitte in einer absteigenden Alkoholreihe (100%, 96%, 70%, 50%) für jeweils 3min ins 
wässrige Milieu überführt und abschließend 2min in destillierten Wasser (dH2O) gespült. Die 
Kernfärbung erfolgte durch eine 10minütige, progressive Färbung von Hämalaun. Danach 
wurden die Schnitte für 15min unter fließendem Leitungswasser gebläut. Nachdem kurz mit 
0,1% Salzsäure (HCl) gespült wurde, konnte mit 0,25% Eosin G regressiv gegengefärbt 
werden. Anschließend wurden die Proben für 1min in dH2O gewaschen, dann in aufsteigender 
Alkoholreihe (70%, 96%, 100%) für jeweils 3min dehydriert. Nachdem die Präparate 
zweimalig für je 10min in Xylol gespült wurden, wurden sie mit Entellan eingedeckelt. 
 
3.8.3 Immunhistochemie 
Die Detektion der zu untersuchenden Antigene (HIF-1-α, 3-Nitrotyrosin, PAR, AIF) erfolgte 
in dieser immunhistologischen Färbung auf indirektem Weg. Es wurden zwei verschiedene 
Methoden verwendet, um die Proteine sichtbar zu machen.  
Bei der PAP-Methode (Peroxidase-Anti-Peroxidase) bindet der primäre Antikörper spezifisch 
das Antigen. Um das Signal zu verstärken, reagiert ein mit Horseradish Peroxidase (HRP)- 
markierter Sekundärantikörper mit dem Immunglobulin G des Primärantikörpers. 
Anschließend wird das Antigen durch eine Farbreaktion, in der die HRP das zuvor 
aufgetragene farblose AEC in einen roten Farbstoff umwandelt, sichtbar gemacht.  
Die Polymer-Methode unterscheidet sich lediglich durch ihren Sekundärantikörper von der 
PAP-Methode. Anstelle des Sekundärantikörpers wurde ein HRP- markiertes Polymer, 
welches an den Sekundärantikörper (EnVision-Kit) konjugiert ist, eingesetzt. Durch das HRP-
markierte Polymer wird eine Signalamplifikation hervorgerufen.  
Die immunhistochemischen Färbungen wurden nach folgendem Protokoll durchgeführt: 
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Um die Paraffinschnitte zu entparaffinieren, wurden diese dreimalig für jeweils 10min in 
Xylol inkubiert. Nachdem die Schnitte in einer absteigenden Alkoholreihe (100%, 96%, 70%) 
jeweils 5min rehydriert, im destillierten Wasser 5min gewaschen und in Tris-gepufferte 
Salzlösung (TBS) 10min gespült wurden, konnte die Demaskierung der Antigene 
durchgeführt werden. Hierfür wurden die Proben in 0,01M Na
+
-Citrat überführt und bei 95°C 
30min im Dampfgarer erhitzt. Anschließend wurde dreimalig mit TBS für jeweils 5min 
gespült. Die endogene Peroxidaseaktivität wurde daraufhin mit Hilfe einer methanolischen 
Wasserstoffperoxid (H2O2)-Lösung gehemmt. Nun erfolgte erneut dreimaliges Waschen für 
jeweils 5min mit TBS. Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen wurden die Proben 
mit 2%igem Bovinem Serum-Albumin, gelöst in TBS, überschichtet und bei Raumtemperatur 
in einer feuchten Kammer für eine Stunde inkubiert. Damit die Lösung nicht den gesamten 
Objektträger, sondern lediglich die Probe benetzte, wurde dieser vorher mit einem Fettstift 
umrandet. Der entsprechende unkonjugierte primäre Antikörper wurde anschließend 
aufgetragen und über Nacht bei 4°C auf den Präparaten inkubiert. 
Am folgenden Tag wurden die Proben auf Raumtemperatur erwärmt und dreimalig für 5min 
in TBS gespült. Anschließend wurden sie mit dem EnVison-Kit oder mit dem entsprechenden 
Sekundärantikörper für 1h inkubiert. Danach wurden die Proben erneut dreimalig für 5min 
mit TBS gespült. 
Zur Visualisierung des Antigens wurde in einem weiteren Schritt das farblose 
Subtratchromogen AEC (3-Amino-9-Ethylcarbazol) bzw. Diaminobenzidein (DAB) 
aufgetragen. Die Horseradish Peroxidase (HRP), welche an dem Sekundärantikörper 
gebunden ist, wandelt das farblose AEC in einen roten Farbstoff (bzw. das farblose DAB in 
einen braunen Farbstoff) um und ruft somit eine Farbreaktion in der Antigenlokalisation 
hervor. 
Anschließend wurden die Proben 5minütig mit 1xTBS gewaschen und mit Hämalaun (2-3sec) 
gegengefärbt, um eine Kernfärbung zu erhalten. Unter fließendem Wasser wurden die 
Schnitte für 3min gebläut. Danach wurden sie mit Glycerolgelantine eingedeckelt und unter 
dem Lichtmikroskop angeschaut. 
 
Um eine mögliche Ischämie und ihre Folgen nachzuweisen, wurden vier verschiedene 
immunhistochemische Färbungen durchgeführt: HIF-1-α-AEC-Färbung, 3-Nitrotyrosin-AEC-
Färbung, PAR-DAB-Färbung und AIF-AEC-Färbung. 
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Der Hypoxie-induzierte-Faktor-1-α (HIF-1-α) ist ein intrazellulärer Transkriptionsfaktor, der 
bedeutend für die Sauerstoffversorgung der Zelle ist. HIF-1-α besteht aus einer 
sauerstoffabhängigen α-Untereinheit und einer kontinuierlich exprimierten β-Untereinheit. 
Die α-Untereinheit wird während Normoxie zwar geringfügig exprimiert, jedoch im gleichen 
Maße durch Proteasomen wieder abgebaut. Bevor die α-Untereinheit abgebaut werden kann, 
muss diese durch Prolyl-Hydroxylasen hydroxyliert werden. Während einer Hypoxie ist die 
Proyl-Hydroxylase gehemmt, deswegen translozieren die α-Untereinheiten in den Zellkern, 
wo sie die β-Untereinheiten binden und somit als Transkriptionsfaktor für weitere Gene für 
Erythropoetin (EPO) und den Vascular Endotelial Growth Factor (VEGF) fungieren (CONDE 
et al. 2012).  
Eine nachgewiesene Kernpositivität in dieser immunhistochemischen Färbung zeigt folglich 
eine Hemmung des Abbaus der α-Untereinheit aufgrund von Sauerstoffmangel.  
 
3-Nitrotyrosin ist eine stabile Verbindung, die als Marker für das in vivo entstandene 
Peroxynitrit genutzt wird. Nitrotyrosin wird durch die Reaktion von Peroxynitrit mit der 
aromatischen Aminosäure Tyrosin gebildet und korreliert direkt mit der Peroxynitritbildung 
(TARPEY und FRIDOWICH 2001). 
Peroxynitrit entsteht durch die Reaktion von Stickstoffmonoxid (NO
-
) mit dem 
Superoxidradikal (O2
-
). In physiologischen Zellen werden die Superoxidantien durch die 
manganabhängige Superoxiddismutase (SOD) in H2O2 umgewandelt und somit entgiftet. 
Durch Ischämie wird NO
-
 verstärkt produziert, sodass der Körper dieses nicht mehr 
eliminieren kann und deswegen verstärkt Peroxynitrit gebildet wird, was zur 
Gewebsschädigung führt und als nitrosativer Stress bezeichnet wird.  
Der 3-Nitrotyrosin-Nachweis im Zytosol beweist, dass die Zelle in vivo nitrosativem Stress 
ausgesetzt war.  
 
Poly(ADP)Ribose (PAR) wird durch die Poly(ADP)Ribose-Polymerase-1 (PARP-1) unter 
Verbrauch von Nicotinamiddinukleotid (NAD
+
) synthetisiert. PARP ist ein im Zellkern 
lokalisiertes Enzym, das an der DNA-Reparatur beteiligt ist. Durch gentoxische DNA-
Schädigung kommt es zur vermehrten Poly(ADP)Ribosylierung. Hierbei handelt es sich um 
eine posttranslationale Modifikationsreaktion, welche durch den hohen NAD
+
-Verbrauch zur 
Zellnekrose führen kann (BENECKE und BÜRKLE 2004). 
Eine Kernpositivität beweist, dass vermehrt PAR synthetisiert wurde. Diese übersteigerte 
energieverbrauchende PARP-Aktivität kann die Zelle in den Zelltod führen. 
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Apoptose-induzierter-Faktor (AIF) ist ein Protein, das eine wichtige Rolle bei dem Caspase- 
unabhängigen Apoptoseweg spielt. Physiologisch befindet sich dieses Protein im 
intermembranären Raum der Mitochondrien. Durch Schädigung der Mitochondrien 
zusammen mit erhöhtem PAR im Zytosol wird AIF freigesetzt und in den Zellkern 
transloziert. Dort löst AIF Chromatin-Kondensation und DNA-Fragmentierung aus. 
Zusätzlich aktiviert AIF weitere Faktoren wie Caspase-9 und Cytochrom-c (SUSIN et al. 
1999). 
In der entsprechenden immunhistochemischen Färbung beweist eine Kernpositivität, dass AIF 
aus dem Mitochondrium in den Zellkern transloziert und dort die DNA schädigt. Die 
Apoptose wird in diesen Zellen induziert. 
 
Tab. 9: Verwendete Antikörper und ihre Verdünnungen 
Primärantikörper Verdünnung Sekundärantikörper Methode 
Anti-Nitrotyrosine 
rabbit immunoaffinity purified 
IgG;  
06-284 
Millipore; Temecula, CA 
1: 500 Anti- Rabbit IgG- 
Peroxidase antibody 
produced in goat; 
A9169 
Verdünnung 1:250 
Sigma Aldrich Chemie 
GmbH; 
Steinheim, D 
PAP- 
Methode 
Purrified Rabbit Anti- Poly 
(ADP- Ribose) 
551813 
BD Biosciences; 
San Jose, California, USA
 
1: 200 EnVision-Kit, HRP 
Rabbit/Mouse 
Dako Deutschland GmbH; 
Hamburg, D 
PAP- 
Methode 
AIF 
rabbit polyclonal IgG 
H- 300 
Santa Cruz Biotechnolgy; 
Dallas, USA 
1:100 EnVision-Kit, HRP 
Rabbit/Mouse 
Dako Deutschland GmbH; 
Hamburg, D 
Polymer- 
Methode 
HIF 
Rabbit polyclonal IgG 
H- 206 
Santa Cruz Biotechnology; 
Dallas, USA 
1:100 EnVision-Kit, HRP 
Rabbit/Mouse 
Dako Deutschland GmbH; 
Hamburg, D 
Polymer- 
Methode 
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Tab. 10: Geräte für die Histologie 
Geräte Firma 
Einbettautomat 
„Tissue Tek Vip“ 
Sakura Fineta Germany GmbH; 
Staufen, D 
Schlittenmikrotom 
„HM 400“ 
Microm Mikromarketing-Systeme; 
Neuss, D 
pH- Messgerät inoLab „WTW“ (Wissenschaflich-Technische-
Werkstätten GmbH; 
Weilheim, D 
Waage Faust Laborbedarf AG; 
Schaffhausen, D 
Wasserdestillierer 
„Milli-Q- Academic“ 
Millipore; 
Schwalbach, D 
 
Tab. 11: Chemikalien für die Histologie 
Lösung Firma 
Albumin, from bovine Serum Sigma Aldrich Chemie GmbH;  
Steinheim, D 
Antibody Diluent Dako; 
Carpinteria, Ca 
Eosin G  Merck; 
Darmstadt, D 
Ethanol vergällt 
>99,8% 
Carl Roth GmbH&Co. KG; 
Karlsruhe, D 
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Sigma Aldrich Chemie GmbH; 
Steinheim, D 
Hämalaun sauer nach Meyer Dr. K. Hollborn&Söhne; 
Leipzig, D 
Methanol Carl Roth GmbH&Co. KG; 
Karlsruhe, D 
Natriumchlorid Carl Roth GmbH&Co. KG; 
Karlsruhe, D 
Salzsäure rauchend Carl Roth GmbH&Co. KG; 
Karlsruhe, D 
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat Carl Roth GmbH&Co. KG; 
Karlsruhe, D 
Tris- hydrochlorid Carl Roth GmbH&Co. KG; 
Karlsruhe, D 
Tween 20 Sigma Aldrich Chemie GmbH;  
Steinheim, D 
Wasserstoffperoxid 30% Carl Roth GmbH&Co. KG; 
Karlsruhe, D 
39 
Xylol Carl Roth GmbH&Co. KG; 
Karlsruhe, D 
 
 
Tab. 12: Lösungen für die Histologie 
Lösung Zusammenstzung pH- Wert 
Tris- EDTA- Lösung 10mM Tris Base  
1mM EDTA 
1l dH2O2 
0,05% Tween 20 
9,0 
TBS- Lösung 0,05M Tris- hydrochlorid 
0,15M NaCl 
1l dH2O 
7,6 
Na- Citrat-Lösung 0,01M Tri- Natriumcirat- Dihydrat 
1l dH2O 
6,0 
methanolische H2O2- Lösung 36ml Methanol 
24ml TBS 
180µl H2O2 
 
Eosin G 0,25% 0,15g EosinG 
500ml dH2O  
 
 
3.8.4 Bildauswertung 
Für die Bildauswertung der gefärbten Präparate wurde das Lichtmikroskop „Axioplan 2“ mit 
integrierter Kamera „AxioCam MRc5“ verwendet. 
Die HE-gefärbten Präparate wurden in der 100x Vergrößerung untersucht, um eine Übersicht 
über die Präparate zu erhalten. Anschließend wurden in der 400x Vergrößerung  Glomeruli 
(20 Aufnahmen pro Präparat) und proximale Tubuli (10 Aufnahmen pro Präparat) 
fotographiert. Mit Hilfe des Programms „Axio Vision Release 4.8.2.“ wurden die Aufnahmen 
ausgewertet. Das Lumen der Bowman‘schen Kapsel wurde gemessen. In den proximalen 
Tubuli wurden die vakuolisierten Tubuli wie auch die pyknotischen Zellen gezählt. 
Die immunhistologischgefärbten Präparate wurden ebenfalls in der 100x Vergrößerung 
angeschaut um repräsentative Areale herauszusuchen, die später in der 400x Vergrößerung 
näher untersucht werden konnten. Glomeruli, proximale Tubuli, distale Tubuli und 
Sammelrohre der Niere wurden untersucht, indem jeweils 10 Aufnahmen pro Struktur und 
Präparat angefertigt wurden und diese mit dem Programm „ZEN 2011“ ausgewertet wurden. 
Bei den AIF-, HIF-1-α und PAR gefärbten Präparaten wurden die positiven, also rot- bzw. 
braun-angefärbten Zellkerne gezählt. 
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Die 3-Nitrotyrosin-gefärbten Präparate wurden in der 200x Vergrößerung mikroskopiert und 
es wurden jeweils 10 Aufnahmen pro Struktur und Präparat angefertigt, die mit Hilfe des 
Programms „ZEN 2011“ ausgewertet wurden. Es wurden die positiv-angefärbten Glomeruli, 
Tubuli und Sammelrohre gezählt.  
 
Tab. 13: Zubehör für die Bildauswertung 
Bezeichnung Name Firma 
Lichtmikroskop Axioplan 2 Zeiss; Jena, D 
Kamera AxioCam MRc5 Zeiss; Jena, D 
Auswertungsprogramm Axio Vision Release 4.8.2. Zeiss; Jena, D 
Auswertungsprogramm ZEN 2011 Zeiss; Jena, D 
 
3.8.5 High Pressure/Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
Die High Pressure/Performance Liquid Chromatography (HPLC) beruht auf dem 
physikalisch-chemischen Verfahren, Stoffbestandteile nach ihrer Ladung und ihrer Größe 
unter hohen Druck aufzutrennen und diese mit Hilfe von Standards identifizieren zu können. 
In dieser Arbeit wurde die HPLC zur Bestimmung von energiereichen Phosphaten und ihren 
Abbauprodukten (ATP, ADP, AMP, Adenosin, Hypoxanthin) verwendet. 
Mit Hilfe von Frau Dr. rer. nat. S. von Salisch wurde die HPLC wie folgt beschrieben 
durchgeführt. 
Das bei -80°C gelagerte Nierengewebe wurde zuerst gewogen, damit später die ermittelte 
Stoffkonzentration ins Verhältnis zum Ausgangsgewicht gesetzt werden konnte. Um das 
Gewebe aufzuarbeiten, wurden die Proben in 5ml 0,4M Perchlorsäure mit Hilfe des 
Homogenisators homogenisiert. Anschließend wurde 0,8ml 0,2M Kaliumhydroxid zugefügt, 
um Proteine auszufällen. Die Proben wurden dann 10min bei 4°C und 3000g zentrifugiert. 
Der phosphathaltige Überstand wurde durch den Spritzenvorsatzfilter filtriert, um die C-18- 
Säule vor Unreinheiten zu schützen. Nun wurden 20µl des Filtrats in das HPLC-Gerät 
injiziert. 
Das Filtrat wurde mit Hilfe der Inonenpaarchromatographie aufgetrennt. Die stationäre Phase 
besteht dabei aus Silicagel, welches kovalent C18-Reste (reverse Phase) gebunden hat. Der 
mobilen Phase wurde Tetrabutylammoniumhydrogensulfat beigesetzt um eine 
Ionenpaarbindung zwischen der apolaren stationären Phase und den polaren Phosphaten 
herzustellen. 
Zuerst wurde das Filtrat durch den Injektor des HPLC-Gerätes  in die mobile Phase gegeben. 
Die Pumpe beförderte die mobile Phase in die C-18-Säule, in der die mobile Phase die 
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stationäre Phase durchlief und somit die Phosphate nach ihrer Größe und ihrer Ladung 
aufgetrennt wurden. Anschließend wurden die Analyten mit Hilfe des UV-Detektors bei 
254nm erfasst. Die Flussgeschwindigkeit betrug 1ml/min. 
Zur Identifizierung der gesuchten Bestandteile durchliefen Stammlösungen das System, um so 
die Retentionszeit (die Dauer zwischen Injektion und Detektion) von ATP, ADP, AMP, 
Adenosin und Hypoxanthin zu ermitteln. Zur Quantifizierung der Stoffe wurden 
Stammlösungen in drei verschiedenen Konzentrationen verwendet. Anhand der Peakfläche in 
den Chromatogrammen und der bekannten Konzentration konnte durch lineare Regression die 
Stoffmenge bezogen auf 1mg Gewebe ermittelt werden. 
 
Tab. 14: Verwendetes Zubehör für die HPLC 
Name Firma Beschreibung 
Acetonitril Carl Roth GmbH & Co. KG; 
Karlsruhe, D 
Bestandteil der mobilen Phase 
4% 
Biofuge Stratos Heraeus Holding GmbH; 
Hanau, D 
Zentrifuge 
HPLC- Anlage Knauer GmbH; 
Berlin, D 
Hochleistungsflüssigkeits- 
chromatographie mit RP- 
Säule 
Kaliumhydrogenphosphat Merck KG; 
Darmstadt, D 
Bestandteil der mobilen Phase 
215 mmol/l 
Kaliumhydroxid Carl Roth GmbH 
Karlsruhe, D 
Ausfällung 
Bestandteil der mobilen Phase 
0,4% 
LiChroCART 250-4 
LiChrospher 
100 RP-18 
Merck KG.; 
Darmstadt, D 
RP- Säule 
Stationäre Phase 
Perchlorsäure Supra- Qualität 
ROTIPURAN Supra 70% 
Carl Roth GmbH & Co. KG; 
Karlsruhe, D 
Homogenisierung der Proben 
 
Standards für ATP/ ADP/ 
AMP/ Hypoxanthin/ 
Adenosin 
Sigma-Aldrich Chemie 
 GmbH & Co.;  
Steinheim, D  
Konzentrationsbestimmung 
T25 didtal ULTRA- 
TURRAX 
IKA GmbH und Co KG; 
Staufen, D 
Hochleistungsdispergierer 
Homogenisierung der Proben 
Tetrabutylammonium- 
Hydrogensulfat 97% 
Sigma-Aldrich Chemie 
 GmbH & Co.;  
Steinheim, D 
Bestandteil der mobilen Phase 
2,3mmol/l 
TRIS 
 
Carl Roth GmbH & Co. KG; 
Karlsruhe, D 
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Wasser ROTISOLV HPLC 
Gradient 
Carl Roth GmbH & Co. KG; 
Karlsruhe, D 
Hochaufgereinigtes Wasser 
 
3.8.6 Blutanalysen 
Das Blut wurden am Beginn (0min), nach der Zeitspanne des Herzstillstandes (120min) und 
am Ende des Versuchs (240min) aus der V. jugularis externa in endotoxin-freie Vakuum-
Röhrchen entnommen. 
Die Blutproben wurden im MVZ-Labor Dr. Reising Ackermann untersucht. 
Aus dem Blutserum wurde die Blutchemie (Na
+
, K
+
, Ca
2+
, Cl
-
, Serumkreatinin und –
harnstoff) bestimmt. Zusätzlich wurde durch die Eiweißgelelekrophorese das Gesamteiweiß 
wie auch Albumin, alpha-1-, alpha-2, beta- und gamma-Globuline, Immunglobuline G, A, H 
und das C-reaktive-Protein untersucht. 
Das Acetat-Blut diente zur Bestimmung von Gerinnungsparametern wie Fibrinogen, 
Thromboplastinzeit (TPZ), aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) und Thrombinzeit 
(TZ). 
Das große Blutbild (Leuko- Erythrozyten, Hämoglobin, Hämatokrit, Mean Corpuscular 
Volume (MCV), Mean Corpuscular Hemoglobin (MCH), Mean Corpuscular Hemoglobin 
Concentration (MCHC), Thrombo- und Metamyelozytenzahl, stabförmige und 
segmentkernige Neutrophile, Eosino- und Basophile, Lymphozyten und lymphozytäre 
Reizformen, Monozyten) wurden aus dem EDTA-Blut bestimmt. 
 
3.8.7 Statistik 
Die Daten wurden mit Hilfe des Statistikprogramms „Sigma Plot“ tabellarisch erfasst und 
statistisch ausgewertet. 
Die Ergebnisse aller erhobenen Daten wurden als Mittelwert und dessen Standardfehler (MW 
± SEM) angegeben. Um signifikante Unterschiede zu detektieren, wurden der Mann-U-
Whitney-Test für unabhängige und der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test für abhängige 
Stichproben verwendet. 
Als Signifikanzniveau wurde ein p-Wert von < 0,05 festgelegt. 
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4 Ergebnisse 
 
4.1 Hämatoxylin-Eosin-Färbung  
Um die Morphologie des Nierengewebes zu beurteilen und eventuelle Schäden zu 
untersuchen, wurde eine HE-Übersichtsfärbung angefertigt. 
Besonders in den Glomeruli und in den proximalen Tubuli waren Unterschiede zwischen den 
HLM-Gruppen und den Kontroll-Gruppen zu erkennen, die im Folgenden näher beschrieben 
werden. 
 
4.1.1 Veränderungen in den Glomeruli 
In den Glomeruli wurde die Gesamtfläche des Glomerulums, die Spaltbreite zwischen dem 
Kapillarknäuel und der Bowman‘schen Kapsel sowie deren Fläche gemessen. Zusätzlich 
wurde die Spaltfläche der Glomeruli im Vergleich zur Gesamtfläche prozentual erfasst. 
Die Gesamtfläche vergrößerte sich in den HLM-Gruppen signifikant (p < 0,05) im Vergleich 
zu der Kontroll-Gruppe (Abb. 4). 
Die Spaltbreite stieg in den HLM-Gruppen signifikant (p < 0,05) an. Eine signifikante 
Verbreiterung (p < 0,05) war zusätzlich in der nicht pulsatilen Gruppe im Vergleich zu der 
pulsatilen und der Minozyklin+HLM-Gruppe zu beobachten (Abb. 5). 
Die Spaltfläche zeigte ähnliche Werte wie die Spaltbreite: Eine signifikante (p < 0,05) 
Vergrößerung der HLM-Gruppen war zu erkennen, wie auch ein signifikanter (p < 0,05) 
Anstieg der nicht pulsatilen-HLM-Gruppe zu der Minozyklin+ HLM-Gruppe (Abb. 6). 
Auch der prozentuale Vergleich der Spaltfläche zur Gesamtfläche stieg im gleichen 
Verhältnis wie die Spaltbreite (Abb. 7): 
Eine signifikante (p < 0,05) Vergrößerung des intraglomerulären Spaltes in den HLM-
Gruppen war zu erkennen. Durch Minozyklin konnte dieser Vergrößerung am stärksten 
entgegengewirkt werden, gefolgt von der pulsatilen Gruppe. Die nicht pulsatile HLM zeigte 
somit die stärksten Veränderungen in den Glomeruli. 
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Abb. 4: HE-Färbung: Gesamtfläche der Glomeruli [µm²] (* vs. Kontrolle p < 0,05) 
 
Abb. 5: HE-Färbung: Spaltbreite der Glomeruli [µm] (+ vs. pulsatile HLM p < 0,05; § vs. 
Minozyklin+HLM p < 0,05; # vs. Minozyklin-Kontrolle p < 0,05; * vs. Kontrolle p < 0,05) 
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Abb. 6: HE- Färbung: Spaltfläche der Glomeruli [µm²] (§ vs. Minozyklin+HLM p < 0,05; # 
vs. Minozyklin-Kontrolle p < 0,05; * vs. Kontrolle p < 0,05) 
Abb. 7: HE- Färbung: prozentualer Anteil der Spaltfläche des Glomerulums zur Gesamtfläche 
[%] (+ vs. pulsatile HLM  p < 0,05; § vs. Minozyklin+HLM p < 0,05; # vs.  Minozyklin-
Kontrolle p < 0,05; * vs. Kontrolle p < 0,05) 
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Abb. 8: HE- Färbung: Glomeruli: a) Kontrolle; b) Minozyklin-Kontrolle; c) nicht pulsatile 
HLM;  d) Minozyklin+HLM; e) pulsatile HLM ( Spalt zwischen Kapillarknäuel und 
Bowman‘scher Kapsel) 
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4.1.2 Veränderungen in den proximalen Tubuli 
In den proximalen Tubuli wurden die vakuolisierten Tubuli und die pyknotischen Zellkerne 
gezählt. Diese Veränderungen wurden prozentual zu der Gesamtzahl der vorkommenden 
Tubuli bzw. Zellkerne angegeben. 
Der Anteil der vakuolisierten Tubuli stieg in den HLM-Gruppen signifikant (p < 0,05) an 
(Abb. 9). 
Der prozentuale Anteil der pyknotischen Zellen in den proximalen Tubuli unterschied sich in 
den Gruppen nicht signifikant (p > 0,05) (Abb. 11). 
 
 
Abb. 9: HE- Färbung: Prozentsatz an vakuolisierten proximalen Tubuli zu der Gesamtzahl 
[%] (# vs. Minozyklin-Kontrolle p < 0,05; * vs. Kontrolle  p < 0,05) 
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Abb. 10: HE- Färbung: proximale Tubuli: a) Kontrolle; b) Minozyklin-Kontrolle; c) nicht  
pulsatile HLM;  d) Minozyklin+HLM e) pulsatile HLM ( vakuolisierte Tubuli) 
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Abb. 11: HE- Färbung: Prozentsatz an pyknotischen Zellen in den proximalen Tubuli zu der 
Gesamtzellzahl [%] 
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4.2 Immunhistochemie 
 
4.2.1 Hypoxie-induzierter Faktor-1- α (HIF-1-α) 
Aufgrund von Sauerstoffmangel akkumuliert HIF-1-α im Zellkern, was in dieser Färbung 
immunhistochemisch nachgewiesen werden sollte (vgl. 3.8.3). Der Kern wurde als positiv 
gewertet, wenn mehr als 50% des Karyoplasmas rötlich angefärbt waren. 
Proximale Tubuli, distale Tubuli, die Glomeruli, wie auch die Sammelrohre wurden auf das 
Vorhandensein von HIF-1-α untersucht. Die positiven Zellkerne wurden prozentual zu der 
Gesamtzellkernzahl der jeweiligen Struktur angegeben. 
In den proximalen Tubuli konnte ein signifikanter (p < 0,05) Anstieg der HIF-1-α positiven 
Zellkerne in den HLM-Gruppen im Vergleich zu den Kontrollgruppen beobachtet werden. 
Der höchste Anteil der positiven Zellen fand sich in den distalen Tubuli. Allerdings war dort 
generell eine stärkere Anfärbung im Vergleich zu den anderen Strukturen festzustellen. 
Die HLM-Gruppen zeigten dort einen signifikant (p < 0,05) höheren Anteil an positiven 
Kernen als die Minozyklin-Kontroll-Gruppe. 
Die Glomeruli waren am wenigsten angefärbt. Der prozentuale Anteil der Kernpositivität der 
nicht pulsatilen-Gruppe grenzte sich signifikant (p < 0,05) von der Minozyklin-Kontroll-
Gruppe ab. 
In den Sammelrohren war der Prozentsatz der positiven Zellkerne der HLM-Gruppen 
signifikant (p < 0,05) erhöht im Vergleich zu den beiden Kontrollgruppen. 
Nach der EKZ war ein signifikanter (p < 0,05) Anstieg an HIF-1-α-positiven Zellkernen zu 
beobachten. Innerhalb der HLM-Gruppen konnte jedoch kein signifikanter Unterschied 
festgestellt werden (Abb. 12). 
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Abb. 12: HIF-1-α- Färbung: Prozentsatz der HIF-1-α positiven Zellen zu der Gesamtkernzahl 
[%] (# vs. Minozyklin-Kontrolle p < 0,05; * vs. Kontrolle p < 0,05) 
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Abb. 13: HIF-1-α-Färbung: Tubuli: a) Kontrolle; b) Minozyklin-Kontrolle; c) nicht pulsatile 
HLM;  d) Minozyklin+HLM e) pulsatile HLM (* proximale Tubuli; § distale Tubuli;  
Kernpositivität) 
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4.2.2 3-Nitrotyrosin 
3-Nitrotyrosin ist ein Biomarker für nitrosativen Stress (vgl. 3.8.3). Die Zellen, die in vivo 
nitrosativem Stress ausgesetzt waren, wurden in dieser immunhistochemischen Färbung 
dargestellt. Eine Positivität bestand, wenn sich das Zytosol der Zellen rot anfärbte. 
Proximale Tubuli, distale Tubuli, Glomeruli und die Sammelrohre wurden auf das 
Vorhandensein von 3-Nitrotyrosin untersucht. Die positiven Strukturen wurden im Verhältnis 
prozentual zur Gesamtzahl ermittelt. 
In den proximalen Tubuli stieg das prozentuale Vorhandensein von 3-Nitrotyrosin nur in der 
nicht pulsatilen HLM-Gruppe signifikant (p < 0,05) im Vergleich zu den zwei anderen HLM-
Gruppen und zu den Kontroll-Gruppen. 
In den distalen Tubuli stieg der Prozentsatz in der nicht pulsatilen und pulsatilen HLM-
Gruppe signifikant (p < 0,05) zu den zwei Kontroll-Gruppen. 
Die Glomeruli haben sich in dieser Färbung in keiner Gruppe angefärbt. 
In den Sammelrohren konnte 3-Nitrotyrosin nachgewiesen werden. Wie in den distalen 
Tubuli war ein signifikanter (p < 0,05) Anstieg von 3-Nitrotyrosin in der nicht pulsatilen und 
in der pulsatilen HLM-Gruppe im Vergleich zu den Kontroll-Gruppen zu beobachten. Ein 
signifikanter (p < 0,05) Unterschied war zwischen der Minozyklin+ HLM und der pulsatilen 
HLM zu sehen (vgl. Abb.14). 
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Abb. 14: 3-Nitrotyrosin- Färbung: Prozentsatz der 3-Nitrotyrosin positiven Strukturen zu der 
Gesamtkernzahl [%] (+ vs. pulsatile HLM p < 0,05; § vs. nicht pulsatile HLM  p < 0,05; # vs.  
Minozyklin-Kontrolle p < 0,05; * vs. Kontrolle p < 0,05) 
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Abb. 15: 3-Nitrotyrosin Färbung: Tubuli: a) Kontrolle; b) Minozyklin-Kontrolle; c) nicht 
pulsatile HLM;  d) Minozyklin+HLM e) pulsatile HLM (* prox. Tubuli; § dist. Tubuli; # 
Sammelrohre;  Kernpositivität) 
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4.2.3 Poly(ADP)Ribose (PAR) 
Durch toxische DNA-Schädigung wird vermehrt PAR im Zellkern synthetisiert (vgl. 3.8.3), 
was in dieser immunhistochemischen Färbung nachgewiesen werden konnte. Eine 
Kernpositivität bestand, wenn sich der Zellkern dunkelbraun anfärbte. 
Proximale Tubuli, distale Tubuli, Glomeruli und Sammelrohre wurden auf das Vorhandensein 
von PAR im Zellkern untersucht. Die Ergebnisse wurden prozentual zu der Gesamtkernzahl 
der jeweiligen Struktur dargestellt. 
Der prozentuale Anteil an positiven Zellkernen in den proximalen Tubuli war signifikant (p < 
0,05) in den HLM-Gruppen im Vergleich zu den Kontroll-Gruppen erhöht. Innerhalb der 
HLM-Gruppen war der Prozentsatz der Kernpositivität in der Minozyklin+ HLM-Gruppe 
signifikant (p < 0,05) niedriger als in den anderen beiden HLM-Gruppen. 
In den distalen Tubuli konnte in den HLM-Gruppen ein signifikanter (p < 0,05) Anstieg der 
PAR-positiven Zellkerne festgestellt werden. Innerhalb der HLM-Gruppen war das 
Vorhandensein von PAR in der Minozyklin+ HLM-Gruppe signifikant (p < 0,05) niedriger 
als in der nicht pulsatilen und in der pulsatilen HLM-Gruppe. 
In den Glomeruli wie auch in den Sammelrohren war der Prozentsatz signifikant (p < 0,05) 
höher als in den Kontrollgruppen. 
In den distalen Tubuli war der Prozentsatz an positiven Zellkernen signifikant (p < 0,05) 
niedriger in den Kontrollgruppen und in der Minozyklin-HLM-Gruppe als in den zwei 
anderen HLM- Gruppen. 
In allen Strukturen lag die Minozyklin+ HLM-Gruppe signifikant (p < 0,05) oder zumindest 
tendenziell unter den beiden anderen HLM-Gruppen (Abb. 16). 
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Abb. 16: PAR- Färbung: Prozentsatz der PAR- positiven Zellen zu der Gesamtkernzahl [%] 
(§ vs. Minozyklin+ HLM  p < 0,05; # vs. Minozyklin-Kontrolle p < 0,05; * vs. Kontrolle  p < 
0,05) 
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Abb. 17: PAR- Färbung: Tubuli a) Kontrolle; b) Minozyklin- Konztolle; c) nicht pulsatile 
HLM;  d) Minozyklin+ HLM e) pulsatile HLM (* proximale Tubuli; § distale Tubuli;  
Kernpositivität) 
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4.2.4 Apoptose-induzierter Faktor (AIF) 
AIF wird bei Schädigung der Mitochondrien freigesetzt und diffundiert dann in den Zellkern. 
Dort leitet AIF den Prozess von Chromatin-Kondensation und DNA-Fragmentierung ein (vgl. 
3.8.3). 
In dieser immunhistochemischen Färbung wurde AIF in den Zellkernen angefärbt und somit 
eine bereits eintretende Schädigung der Zelle nachgewiesen. 
Kernpositivität lag vor, wenn sich die Kerne über 50% rot anfärben ließen. 
Proximale Tubuli, distale Tubuli, Glomeruli und Sammelrohre wurden auf das Vorhandensein 
von AIF untersucht. Die positiven Zellkerne wurden prozentual von der Gesamtheit der Kerne 
der jeweiligen Struktur angegeben. 
In den proximalen Tubuli ergab sich eine signifikant (p < 0,05) höhere Zahl an positiven 
Zellkernen in der nicht pulsatilen HLM-Gruppe im Vergleich zu den Kontrollgruppen. Die 
pulsatile HLM-Gruppe lag unter der nicht pulsatilen, ohne dass dieser Unterschied die 
Signifikanzgrenze erreichte. Eine deutliche Tendenz war zugunsten der pulsatilen HLM  
erkennbar. 
In den distalen Tubuli war der Prozentsatz der AIF-positiven Zellkerne signifikant (p < 0,05) 
in den HLM-Gruppen höher im Vergleich zu der Kontroll-Gruppe. 
Die Glomeruli zeigten keinerlei signifikanten Unterschied innerhalb der untersuchten 
Gruppen. 
In den Sammelrohren war der Prozentsatz der nicht pulsatilen Gruppe signifikant (p < 0,05) 
höher als in der Kontrollgruppe (vgl. Abb.18). 
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Abb. 18: AIF- Färbung: Prozentsatz der AIF- positiven Zellen zu der Gesamtkernzahl [%] (§ 
vs. Minozyklin+HLM  p < 0,05; # vs.  Minozyklin-Kontrolle p < 0,05;* vs. Kontrolle p < 
0,05) 
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Abb. 19: AIF- Färbung: Tubuli: a) Kontrolle; b) Minozyklin-Kontrolle; c) nicht pulsatile 
HLM;  d) Minozyklin+HLM e) pulsatile HLM (* proximale Tubuli; § distale Tubuli;  
Kernpositivität) 
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4.3 Blutanalysen 
Blut wurde zu drei verschiedenen Zeitpunkten (0min, 90min, 240min) entnommen und wie in 
3.8.6 beschrieben untersucht. Die nierenspezifischen Parameter wie das Serumkreatinin und 
der Serumharnstoff wurden hier dargestellt. Zusätzlich wurden die Laktatwerte als Zeichen 
eines Gewebeschadens ausgewertet. Als Entzündungsparameter wurden die Leukozyten 
bestimmt.  
Aufgrund verschiedener Ausgangshämatokritwerte und Hämatokritschwankungen während 
des Versuches (vgl. Tab. 15) (verschiedene Infusionsmengen, Blutverluste und 
Bluttransfusionen) wurden die oben genannten Werte nach der folgenden Formel korrigiert: 
 
Blutwert in der jeweiligen Einheit / jeweiliger Hämatokrit in Prozent 
 
Die durch die Korrektur entstandenen Werte wurden als relative Einheiten (rel. Einheiten) 
angegeben.  
 
Tab. 15:  Hämatokrit (Mittelwerte und Standardabweichungen) 
Gruppen Hkt in % 
0min 
Hkt in % 
90min 
Hkt in % 
240min 
Nicht pulsatile HLM 23,72 ± 1,39 20,41  ± 1,15 14,59  ± 2,96 
Minozyklin+HLM 25,22 ± 1,65 29,12 ± 2,00 27,13  ± 2,96 
Pulsatile HLM 24,93 ± 1,59 27,65 ± 1,25 20,15  ± 1,69 
Kontrolle+Minozyklin 25,03 ± 0,91 26,97 ±2,34 25,42 ± 2,27 
Kontrolle 27,68 ± 2,01 31,45 ± 1,45 35,42 ± 2,61 
 
4.3.1 Serumkreatinin 
Das Serumkreatinin ist ein Laborparameter, der zur Überprüfung der Nierenfunktion dient. 
Eine signifikante (p < 0,05) Erhöhung der Serumkonzentration nach 240min im Vergleich 
zum Ausgangswert war nur in der nicht pulsatilen HLM-Gruppe zu sehen. 
Um die Unterschiede in den Kreatinin-Konzentrationen nach 240min zwischen den Gruppen 
zu verdeutlichen, wurden die Serumkreatinin-Ausgangswerte von den Endwerten subtrahiert 
und die Differenz als Deltawert dargestellt. Das Serumkreatinin der nicht pulsatilen HLM-
Gruppe stieg signifikant (p < 0,05) im Vergleich zu den Kontroll-Gruppen. Dieser Anstieg 
war signifikant (p < 0,05) niedriger, wenn die HLM mit gleichzeitiger Minozyklingabe 
erfolgte (Abb. 20). 
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Abb. 20: korrigierte Verlaufswerte des Serumkreatinins während des Versuchs [rel. 
Einheiten]; (+ vs. pulsatile HLM  p < 0,05; § vs. Minozyklin+HLM  p < 0,05; # vs. 
Minozyklin-Kontrolle  p < 0,05; * vs. 0min  p < 0,05) 
 
 
Abb. 21: Deltawerte des Serumkreatinins [rel. Einheiten] (§ vs. nicht pulsatile HLM  p < 
0,05; # vs. Minozyklin-Kontrolle  p < 0,05;* vs. Kontrolle p < 0,05) 
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4.3.2 Serumharnstoff 
Die Harnstoff-Konzentration im Serum ist ebenfalls als Indikator für die Funktionalität der 
Niere geeignet. Eine parallele Erhöhung des Serumkreatinins und des Serumharnstoffs ist ein 
Indiz für eine verminderte glomeruläre Filtrationsrate (GFR) und somit für eine 
eingeschränkte Nierenfunktion (WILLARD et al. 2006). 
Der Serumharnstoff war in der nicht pulsatilen und pulsatilen HLM-Gruppe signifikant (p < 
0,05) im Vergleich zu den Ausgangswerten (Abb. 22) erhöht. 
Der Deltawert verhielt sich ähnlich wie bei den Serumkreatininwerten: Der Harnstoff stieg 
signifikant in der nicht pulsatilen HLM-Gruppe wie auch in der pulsatilen HLM-Gruppe im 
Vergleich zu den Kontrollgruppen. Die Minozyklin+ HLM-Gruppe wies einen signifikant (p 
< 0,05) niedrigeren Serumharnstoffwert auf als die nicht pulsatile HLM-Gruppe (Abb. 22). 
 
 
Abb. 22: korrigierte Verlaufswerte des Serumharnstoffs während des Versuches [rel. 
Einheiten] (§ vs. Minozyklin+HLM  p < 0,05; # vs. Minozyklin-Kontrolle und Kontrolle   p < 
0,05; * vs. 0min  p < 0,05) 
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Abb. 23: Deltawerte des Serumharnstoffs [rel. Einheiten] (§ vs. nicht pulsatile HLM p < 0,05; 
# vs. Minozyklin-Kontrolle p < 0,05; * vs. Kontrolle p < 0,05) 
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4.3.3 Leukozyten 
Die Leukozytenzahl wurde bestimmt um zu sehen, ob eine Entzündungsreaktion durch die 
EKZ ausgelöst wurde. 
Wie in Abb. 24 zu sehen ist, bestand kein signifikanter Unterschied zwischen Ausgangs- und 
Endwerten in den Gruppen. 
 
 
Abb. 24: korrigierte Verlaufswerte der Leukozyten [Gpt/l] 
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4.3.4 Laktat 
Laktat ist ein Stoffwechselprodukt der anaeroben Glykolyse. Es tritt vermehrt auf, wenn eine 
adäquate Sauerstoffzufuhr des Gewebes nicht gewährleistet wird. 
In den HLM-Gruppen ist ein signifikanter (p < 0,05) Anstieg der Endlaktatwerte im Vergleich 
zu den Anfangswerten zu erkennen. Zusätzlich stieg der Endwert der nicht pulsatilen und 
pulsatilen HLM-Gruppen signifikant (p > 0,05) zu den Kontrollgruppen. Die Minozyklin-
HLM-Gruppe wies signifikant niedrigere Werte auf als die nicht pulsatile HLM-Gruppe (Abb. 
25). 
 
Abb. 25: Verlaufswerte des Laktats [mmol/l] (+ vs. nicht pulsatile HLM p < 0,05; § vs. 
Minozyklin-Kontrolle p < 0,05; # vs.  Kontrolle p < 0,05; * vs. 0min p < 0,05) 
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4.4 High Pressure/ Performance Liquid Chromatography (HPLC)  
Mit Hilfe der HPLC konnte die jeweilige Konzentration von Adenosintri-, Adenosindi- und 
Adenosinmonophosphat (ATP, ADP, AMP) und von Adensosin (A) im Nierengewebe 
bestimmt werden (vgl. 3.8.5). 
Durch Ischämie bzw. Hypoxie kommt es zu einem starken Abfall der ATP-Konzentration, da 
durch die mangelnde Sauerstoffversorgung die Cytochrom-Oxidase der mitochondrialen 
Atmungskette stark beeinträchtigt wird und somit die oxidative ATP-Synthese gehemmt wird. 
Durch Bildung der Dephosphorylierungsratios (ATP/(ADP+AMP)) und 
(ATP/(ADP+AMP+A) konnte eine signifikante (p < 0,05) Abnahme der ATP-Konzentration 
in der nicht pulsatilen HLM-Gruppe im Vergleich zu der pulsatilen HLM-Gruppe und den 
Kontroll-Gruppen dargestellt werden.  
Die restlichen Gruppen zeigten keine signifikanten Unterschiede (p >0,05) zueinander (Abb. 
26). 
 
 
Abb. 26: Grad der Dephosphorylierung [Werte ohne Einheit] (§ vs. pulsatile HLM p < 0,05; # 
vs. Minozyklin-Kontrolle p < 0,05; * vs. Kontrolle p < 0,05)  
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5 Diskussion 
 
5.1 Modellbetrachtung 
In der vorliegenden Arbeit wurden anhand eines Tiermodells während einer 120-minütigen 
EKZ und einer darauffolgenden 90-minütigen Rekonvaleszenzzeit der physikalische 
Einflussfaktor des pulsatilen Flusses sowie der pharmakologische Effekt von Minozyklin auf 
die Niere jeweils unabhängig voneinander untersucht. 
Im Gegensatz zu den meisten anderen Untersuchungen, die sich mit der Frage der Pulsatilität 
befassten, wurde in dieser Versuchsreihe dasselbe, technisch identische HLM-System in der 
nicht pulsatilen HLM-Gruppe wie auch in der pulsatilen HLM-Gruppe verwendet, mit dem 
einzigen Unterschied der aufmodulierten Pulsatilität. Durch diese Maßnahme konnte 
sichergestellt werden, dass ausschließlich die aufmodulierte Pulsatilität untersucht wurde. Mit 
der Auswertung der Flussmessung befassten sich bereits viele Untersucher, die jedoch zu 
unterschiedlichen Ergebnissen kamen (zum Beispiel COOK et al. 1997, NAKAMURA et al. 
2004). Ob eine Veränderung des Flussprofils konkret den zellulären Schaden und die daraus 
entstehenden Funktionseinbußen an der Niere verhindert, wurde bislang nicht untersucht und 
ist deshalb Bestandteil dieser Arbeit. Allerdings wurde auch hier nicht der direkte kausale 
Zusammenhang zwischen Blutfluss in der Niere und den zellulären Schäden untersucht. Auf 
den hohen technischen Aufwand einer Kapillarflussmessung wurde verzichtet. Anstelle 
dessen konnte der Grad der Ischämie durch den Parameter HIF-1-α (aufgrund der typischen 
Hypoxie-induzierten nukleären Translokation) und die energiereichen Phosphate der HPLC-
Messung überprüft werden. 
Soweit die Literaturrecherche ergab, war dies die erste Studie, die die Wirkung von 
Minozyklin auf eine durch HLM ischämisch geschädigte Niere untersucht hat. Zudem wurde 
nicht nur, wie in anderen Studien, die sich mit der Minozyklinwirkung auf die Niere befassten 
(KELLY et al. 2004, XIA et al. 2011), dessen zelluläre Wirkung untersucht, sondern auch, ob 
die Reduktion des zellulären Schadens positive Auswirkungen auf die Nierenfunktion hat.   
In beiden Untersuchungen dieser Dissertation (Wirkung des pulsatilen Blutflussprofils wie 
auch Wirkung von Minozyklin) war die Dauer der Reperfusionszeit ein limitierender Faktor. 
Aufgrund der nur 90-minütigen Rekonvaleszenzzeit konnten Parameter wie die 
Leukozytenzahl und die Anzahl der pyknotischen Zellen nicht bewertet werden. Hierfür wäre 
eine längere Rekonvaleszenzzeit nötig gewesen. 
Eine weitere Berücksichtigung muss bei der Interpretation der immunhistochemischen 
Färbungen erfolgen: Die distalen Tubuli und die Sammelrohre wiesen eine insgesamt 
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intensivere Färbung auf als die Glomeruli und die proximalen Tubuli, was wohl auf die 
unterschiedlichen pH-Milieus in der Niere zurückzuführen ist. Möglicherweise wurden 
dadurch die Zellkerne in den distalen Tubuli und den Sammelrohre  fälschlicherweise 
häufiger als positiv gewertet. Der Fehler gleicht sich dadurch aus, dass dies für alle 
Versuchsserien gleichermaßen der Fall wäre. 
 
5.2 Nicht pulsatile HLM vs. pulsatile HLM 
Wie bereits AKSEL‘ROD et al. (2013) darstellten, führt der Einsatz der nicht pulsatilen HLM 
zu einem Abfall der Gewebsoxygenierung. Auch aus den Ergebnissen der vorliegenden 
Studie geht hervor, dass durch die nicht pulsatile Perfusion ein ischämischer Zustand 
verursacht wurde (Anstieg von HIF-1-α, Abfall der energiereichen Phosphate).  
Die pulsatile EKZ führte zwar auch zu einem Abfall des O2-Partialdruckes (HIF-1-α), jedoch 
vermutlich zu keinem relevanten O2-Mangel (energiereiche Phosphate) s.u. Auch 
WATANABE et al. (1990) beobachteten, dass durch die pulsatile EKZ eine bessere 
Gehirnoxygenierung unabhängig von der Flussrate gewährleistet wurde.  
Die in vorangegangenen Veröffentlichungen diskutierten Vorteile der pulsatilen Perfusion, 
die zu einer verbesserten Mikrozirkulation und folglich zu einer Steigerung des 
Gewebsmetabolismus führen müssten, sind eine höhere hämodynamische Energie (UNDAR 
et al. 2002, WANG et al. 2009) und ein geringerer peripherer Widerstand (SHEPARD et al. 
1966, WRIGHT 1985), der durch eine verminderte Aktivität des Sympathikus (FUKAE et al. 
1996, TODA et al. 1996), eine Reduktion der Katecholamin-Freisetzung (MINAMI et al. 
1990) sowie eine geringere Induktion des Renin-Angiotensin-Alodosteron-Systems 
(TAYLOR 1979) hervorgerufen wird. Die Reduktion der nervalen und humoralen 
Mechanismen müsste somit zu einer geringeren Vasokonstriktion und demzufolge zu einer 
besseren Durchblutung führen. 
Die hämodynamische Energie wird nach SHEPARD (1966) folgendermaßen definiert: 
                     
 
 
 
 
 
f=Pumpflussrate, p= arterieller Druck, dt=Zeitspanne  
Laut WANG et al. (2009) kommt es durch die pulsatile Perfusion zwar zu einer Erhöhung der 
hämodynamischen Energie, allerdings wird diese durch die Bestandteile der HLM 
(Oxygenator, arterieller Filter) so gedämpft, dass 80% der Energie verloren gehen. Im 
Vergleich zu der nicht pulsatilen EKZ kann der durch die Rollerpumpe erzeugte pulsatile 
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Fluss jedoch trotzdem eine höhere hämodynamische Energie pro Sekunde im Patienten 
erzeugen, was wahrscheinlich der ausschlaggebende Grund für den verbesserten Blutfluss der 
Vitalorgane ist (UNDAR et al. 1999, NAKAMURA et al. 2003, ALKAN et al. 2007, JI und 
UNDAR 2007). 
Andere Studien wiederum widerlegen die Annahme, dass durch den pulsatilen Fluss eine 
bessere Organperfusion gewährleistet wird (SINK et al. 1980, COOK et al. 1997, VOSS et al. 
2010). Diese Kontroverse könnte einerseits durch das unterschiedlich verwendete Material der 
HLM sowie durch die verschiedenen Methoden der Flussmessung hervorgerufen sein. Auch 
die Frage, welches Endorgan betrachtet wird, könnte von Bedeutung sein, je nachdem, ob es 
sich um ein Organ mit stark oder wenig ausgeprägter myogener Autoregulation handelt. 
Ob der geringere ATP-Abfall (s.u.) in dieser Studie bei pulsatiler HLM durch einen 
verbesserten Blutfluss und somit durch eine bessere Gewebsoxygenierung hervorgerufen 
wurde, kann nur vermutet werden, da aufgrund des hohen Kostenaufwandes und des hohen 
technischen Aufwandes keine Messung des Kapillarflusses und der Gewebsoxygenierung 
durchgeführt wurde.  
Wie bereits erwähnt, zeigen die vorliegenden Ergebnisse, dass eine vergleichbare 
Akkumulation von HIF-1-α in der pulsatilen HLM-Gruppe wie auch in der nicht pulsatilen 
HLM-Gruppe vorliegen. Dies deutet daraufhin, dass der Einflussfaktor der Pulsatilität keinen 
ausschlaggebenden Effekt auf die durch die EKZ entstehende Abnahme des O2-Partialdruckes 
in der Niere hat.   
Der Transkriptionsfaktor HIF-1-α spielt eine große Rolle bei der Anpassung der Zelle an 
niedrige O2-Partialdrücke: Er aktiviert unter hypoxischen Bedingungen Gene für 
Erythropoetin oder vascular endothelial growth factor (VEGF), welche für die Bildung von 
Erythrozyten und die Entstehung von neuen Blutgefäßen entscheidend sind (SEMENZA 
2007). Er ist somit ein Indikator für niedrige O2-Partialdrücke im Gewebe. Ausschlaggebend 
für die Aktivierung von HIF-1-α ist jedoch nicht die Hypoxie selbst, sondern die 
Geschwindigkeit des O2-Abfalles. Laut MILLONIG et al. (2009) wird HIF-1-α bei einer 
Abnahme des O2-Partialdruckes um mehr als 50% stets gleichermaßen aktiviert, unabhängig 
von der absoluten O2-Konzentration. 
Der vermutete O2-Abfall könnte einerseits durch einen zu geringen Blutfluss während der 
EKZ in der Niere verursacht sein oder andererseits durch die von der HLM verursachte 
Bluttraumatisierung mit Abnahme der Sauerstoffkapazität. Hiergegen spricht aber, dass der 
Hämatokrit (Hkt) während der Erholungsphase wieder genauso hoch war wie zuvor, was 
durch Transfusionen erreicht wurde. Daher müsste die Sauerstofftransportkapazität des Blutes 
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im Wesentlichen unverändert geblieben sein. Dies dürfte vor allem für die Gruppen „pulsatile 
HLM“ und „Kontrolle“ gelten. In der nicht pulsatilen HLM-Gruppe war der Hkt niedrig, so 
dass dies die schlechteren Ergebnisse dieser Gruppe erklären könnte.  
Auch die postoperativ niedrige Herzauswurfleistung ist häufig ein Grund für Ischämie-
Schäden in der Niere (HILBERMANN et al. 1980).  Hiergegen spricht jedoch, dass während 
der Erholungsphase der mittlere arterielle Blutdruck in allen Gruppen über 50mmHg lag. 
Allerdings wurde dies teilweise unter der Gabe von Adrenalin erreicht, was wiederum 
negative Auswirkungen auf die Niere hat (Vasokonstriktion). 
Eine Hypoxie müsste jedoch auch die oxidative Phosphorylierung beeinflussen. Angesichts 
des O2-Mangels müsste die Cytochrom-Oxidase der mitochondrialen Atmungskette sistieren, 
wodurch die ATP-Synthese gehemmt würde, was wiederum einen Abfall der ATP-
Konzentration verursachen müsste (vgl. 2.4.1). Die eigenen Ergebnisse zeigen jedoch 
auffälligerweise, dass im Falle eines pulsatilen Flusses die ATP-Konzentration (energiereiche 
Phosphate) in der Niere anscheinend aufrechterhalten werden kann. Eine mögliche Erklärung 
für diese Beobachtung wäre, dass die pulsatile Perfusion im Gegensatz zu der nicht pulsatilen 
Perfusion eine Durchmischung des Partikelstroms erzeugt. Der nicht pulsatile Strom müsste 
theoretisch zu einer Trennung des Partikelstroms und des Flüssigkeitsstroms führen, sodass 
immer die gleichen Erythrozyten zur Gefäßwand liegen. Während des pulsatilen Flusses 
hingegen müsste es in der Diastole zu einer Durchmischung kommen, wodurch alle 
Erythrozyten in etwa gleich stark deoxygeniert würden. Dies könnte während der pulsatilen 
EKZ zu einem schnelleren O2-Abfall im Gewebe führen, wodurch die Akkumulation von 
HIF-1-α zu erklären wäre. Gleichzeitig könnte jedoch die Gewebsoxygenierung für eine 
längere Zeit auf einem höheren Niveau gehalten werden, wofür die erhöhte Konzentration der 
energiereichen Phosphate spricht. Wahrscheinlich ist somit nicht die Hypoxie an sich der 
entscheidende Unterschied zwischen pulsatiler und nicht pulsatiler EKZ, sondern die 
Geschwindigkeit des O2-Abfalls. Hierzu muss angemerkt werden, dass HIF-1-α vor allem auf 
die Geschwindigkeit eines O2-Abfalls reagiert und weniger auf die absolute Höhe der 
Sauerstoffspannung (MILLONIG et al. 2009). 
Auch die Ergebnisse der 3-Nitrotyrosin-Färbung stützen die Annahme, dass die pulsatile 
Perfusion positive Auswirkungen auf den Grad der Ischämie hat: In den proximalen Tubuli 
wurde in der pulsatilen HLM-Gruppe signifikant weniger 3-Nitrotyrosin nachgewiesen als in 
der nicht pulsatilen HLM-Gruppe, was zu der Schlussfolgerung führt, dass während der 
pulsatilen EKZ auch weniger Peroxynitrit gebildet wurde. Eine mögliche Begründung dafür 
ist, dass es durch den vermutlich besseren Energiehaushalt der Zelle und den vermutlich 
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höheren Sauerstoffgehalt im Gewebe zu einer reduzierten Bildung von Sauerstoffradikalen 
kam (vgl. 2.4.2) und folglich zu einer reduzierten Produktion von daraus entstehendem 
Peroxynitrit (ONOO
-
).  
Die reduzierte Peroxynitritbildung müsste somit aber auch zu einer geringeren Schädigung 
der Zelle in Form von mitochondrialen Dysfunktionen, Lipidperoxidation und DNA-
Strangbrüchen - und somit zu einer geringeren PAR-Akkumulation - führen.  
Trotz der höheren Konzentration an energiereichen Phosphaten und der geringeren 
Akkumulation von Peroxynitrit in den proximalen Tubuli war allerdings eine hohe 
Akkumulation von PAR, dem Endprodukt von PARP-1, bei pulsatiler HLM vs. nicht 
pulsatiler HLM zu detektieren.  
Diese Beobachtung spricht dafür, dass nicht nur ROS und Peroxynitrit zu DNA-
Strangbrüchen und somit zur Aktivierung von PARP-1 führen, wie es in den Studien von 
SZABÓ et al. (2007) und ERDÉLYI et al. (2005) beschrieben wurde, sondern dass es weitere 
Auslöser für die PARP-1-Aktivierung geben muss. Laut SZABÓ et al. (2004) wird PARP-1 
schon in der Ischämiephase (und nicht nur in der Reperfusionszeit) aktiviert, was mit der 
inflammatorischen Reaktion während der EKZ zu erklären ist. Auch FISCHER et al. (2003) 
sind der Ansicht, dass die durch die Kardioplegie induzierte Apoptose nicht nur durch ROS 
und Peroxynitrit ausgelöst wird. Die alternativen Auslöser wurden in dieser Studie nicht 
weiter untersucht.  
Die nachweislich erhöhte PARP-1-Aktivität kann zum Zelltod führen, einerseits durch NAD
+
-
Depletion, andererseits durch Aktivierung von AIF.  
Gemäß dieser Erwartung wurde zwar in beiden HLM-Gruppen eine Steigerung der AIF-
Akkumulation in den Zellkernen detektiert, allerdings waren diese Befunde nicht signifikant. 
Auch fiel die AIF-Akkumulation in der nicht pulsatilen Gruppe stärker aus als in der 
pulsatilen Gruppe, was aber ebenfalls nicht signifikant war und zudem widersprüchlich 
erscheint im Vergleich zu der in beiden Gruppen gleichermaßen erhöhten PARP-1-Aktivität. 
Eine mögliche Erklärung für diese Diskrepanz ist, dass es aufgrund der kurzen 
Rekonvaleszenzzeit noch zu keiner nukleären Translokation von AIF durch PAR gekommen 
war. Diese Hypothese wird durch die Ergebnisse von ZHANG et al. (2002) gestützt, in deren 
Versuch erst nach 6 Stunden eine deutliche AIF-Akkumulation zu beobachten war. Sie steht 
jedoch wiederum im Widerspruch zu den Ergebnissen von TWAL et al. (2013), die in einer 
90-minütigen Rekonvaleszenzzeit signifikante Unterschiede bezüglich der AIF-Konzentration 
gefunden haben.  
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Es verbleibt zu konstatieren, dass die zeitlichen Mechanismen der AIF-Freisetzung an dieser 
Stelle nicht abschließend geklärt werden können und die diesbezüglichen Ergebnisse dieser 
Studie deswegen und aufgrund ihrer Nicht-Signifikanz generell kritisch betrachtet werden 
müssen.  
Freigesetztes AIF induziert im Zellkern Chromatinkondensation und DNA-Fragmentierung 
und induziert somit die Caspase-unabhängige Apoptose (vgl. 2.4.2).  
Die Befunde der HE-Färbung zeigen jedoch auch hier nur eine nicht-signifikant vermehrte 
Zellpyknose der proximalen Tubuli in den beiden HLM-Gruppen. Die Bildung pyknotischer 
Zellen ist Ausdruck einer Zellkernschrumpfung mit Verklumpung des Chromatins, die einer 
Apoptose bzw. Nekrose vorausgeht. Dies lässt einerseits vermuten, dass durch die EKZ 
generell keine Apoptose ausgelöst wurde, was jedoch in Zusammenschau mit den anderen 
Befunden eher zweifelhaft erscheint. Eine andere Erklärung wäre wiederum, dass auch hier 
die Reperfusionszeit zu kurz bemessen war, sodass die Auswirkungen der EKZ auf zellulärer 
Ebene noch nicht vollständig detektierbar waren. Diese Erklärung ist auch wahrscheinlicher 
in Anbetracht der Tatsache, dass die genetisch regulierte Apoptosekaskade teilweise bis zu 24 
Stunden dauern kann (MESNER et al. 1995).  
Im Gegensatz zur Apoptose finden die nekrotischen Vorgänge typischerweise relativ schnell 
statt, sodass in den proximalen Tubuli in der nicht pulsatilen HLM-Gruppe wie auch in der 
pulsatilen HLM-Gruppe nach der 90-minütigen Ischämiezeit und der darauffolgenden 120-
minütigen Reperfusionszeit pathologische Veränderungen in Form von vakuolisierten Tubuli 
zu detektieren waren. Besonders die proximalen Tubuli sind aufgrund ihrer hohen 
Stoffwechselleistung besonders empfindlich gegenüber Ischämie-/Reperfusionsschäden 
(GOBE und JOHNSON 2007, TIRAPELLI et al. 2009). Bei einer Zellschädigung kommt es 
zu zytoplasmatischen Veränderungen mit Schwellung und Vakuolisierung der Organellen 
(ZATALOUKAL et al. 2004), welche hier auch beobachtet wurden. Aus den Befunden der 
HE-Färbung geht somit hervor, dass die proximalen Tubuli unabhängig vom gewählten 
Blutflussprofil durch die EKZ geschädigt wurden.  
Die Ergebnisse der HE-Färbung der Glomeruli lassen auch hier eine Schädigung vermuten. 
Eine mögliche Erklärung für diese Beobachtung ist, dass als Folge der EKZ vermehrt 
Antikörper und Komplementfaktoren in die Zirkulation gerieten (vgl. 2.4.3), wodurch die 
glomeruläre Membran geschädigt und somit die Membranpermeabilität erhöht wurde. 
Aufgrund der erhöhten Permeabilität könnte es konsekutiv zum Wassereinstrom 
(BIRNBAUM 2002) und somit zu einer Verbreiterung des glomerulären Spaltes gekommen 
sein. Auch OKAMURA et al. (2010) beschrieben in ihrer Studie am Schweinemodell eine 
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Erhöhung der Gefäßpermeabilität und eine daraus resultierende eingeschränkte Funktion der 
Blut-Hirn-Schranke nach einer EKZ. An dieser Stelle zeigen die Ergebnisse der vorliegenden 
Dissertation eine signifikant weniger ausgeprägte Verbreiterung des glomerulären Spaltes in 
der pulsatilen HLM-Gruppe. Durch den pulsatilen Fluss konnte die Ödembildung in den 
Glomeruli also scheinbar eingeschränkt werden. 
Ebenfalls scheint durch die pulsatile EKZ die arterielle Laktatkonzentration im Vergleich zu 
der nicht pulsatilen EKZ reduziert worden zu sein. Da der Laktatwert einen Hinweis auf den 
anaeroben Stoffwechsel des gesamten Organismus liefert, lässt sich auch aus dieser 
Beobachtung folgern, dass durch die pulsatile Perfusion eine bessere 
Sauerstoffaufrechterhaltung erzielt werden konnte. Zwar muss bei diesem Befund 
berücksichtigt werden, dass sich der Laktatwert auf den gesamten Organismus bezieht und 
nicht spezifisch auf die Niere. Jedoch bestätigt der Befund des arteriellen Laktats auch das 
Ergebnis der HPLC (energiereiche Phosphate) - beide Befunde sprechen somit für einen 
besseren Sauerstofferhalt während der pulsatilen EKZ.  
Um zu überprüfen, ob die beobachteten Schäden die Nierenfunktion beeinflussten, wurden 
Serumkreatinin und –harnstoff bestimmt. Ein paralleler Anstieg dieser nierenspezifischen 
Werte ist ein Zeichen für eine verminderte glomeruläre Filtrationsrate und somit für eine 
eingeschränkte Nierenfunktion (WILLARD et al. 2006). Ein deutlicher Anstieg der 
Kreatininkonzentration ist erst ab einem Verlust von 50-75% der GFR detektierbar.  
Aus den Ergebnissen der nierenspezifischen Blutwerte lässt sich schließen, dass die 
Nierenfunktion nicht nur durch die nicht pulsatile, sondern auch durch die pulsatile EKZ 
beeinträchtigt wurde. Dies steht somit weitgehend im Einklang mit den oben diskutierten 
histologischen Befunden. Jedoch konnte hier die pathologische Veränderung, also der Anstieg 
der Kreatininkonzentration, durch die pulsatile EKZ signifikant abgemildert werden.  
Daraus allein ließe sich eine gewisse protektive Wirkung des pulsatilen Flussprofils auf die 
Nierenfunktion folgern. Zwar findet sich jener signifikante Unterschied bei den 
Harnstoffkonzentrationen nicht, dies ist jedoch pathophysiologisch nachvollziehbar 
angesichts der Tatsache, dass die Harnstoffkonzentration der sensitivere der beiden Parameter 
ist und somit generell schon bei geringeren Nierenschäden oder anderen, extrarenalen 
Pathomechanismen ansteigt. Zumindest eine geringe Tendenz zur Verbesserung der 
postoperativen Nierenfunktion ist somit aus den Ergebnissen dieser Studie ersichtlich, 
wenngleich die Befunde insgesamt uneindeutig bleiben. 
Auch ALKAN et al. (2007) beschrieben einen postoperativen Anstieg der 
Kreatininkonzentration, die im Unterschied zu den Ergebnissen der vorliegenden 
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Untersuchung keinen signifikanten Unterschied aufwiesen. Trotz des dort festgestellten 
postoperativen Anstiegs des Kreatininwertes konnte in deren Untersuchung jedoch in der 
pulsatilen HLM-Gruppe im Gegensatz zu der nicht pulsatilen HLM-Gruppe eine höhere 
Urinproduktion, eine kürzere Beatmungszeit sowie ein kürzerer Intensivstations- und 
Krankenhausaufenthalt beobachtet werden. Eine ähnliche Studie (ALKAN-BOZKAYA et al. 
2013) an 89 pädiatrischen Patienten kam zu vergleichbaren Ergebnissen.  
Die Befunde der oben genannten Studien zeigen, dass trotz des postoperativen Anstiegs der 
nierenspezifischen Blutwerte die Prognose der Patienten durch die pulsatile Perfusion 
verbessert werden konnte. Dies lässt vermuten, dass die pulsatile Perfusion positive Effekte 
auf andere Organsysteme hat und somit den globalen Schaden minimieren könnte. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die pulsatile Perfusion für die Aufrechterhaltung des 
Energiehaushaltes gegenüber der nicht pulsatilen Perfusion von Vorteil ist. Darüber hinaus 
konnten jedoch in den Untersuchungsergebnissen dieser Studie keine weiteren relevanten 
positiven Auswirkungen der pulsatilen Perfusion auf zellulärer Ebene oder auf 
nierenspezifische Blutparameter festgestellt werden. Der Einsatz des technisch 
anspruchsvollen pulsatilen Perfusionssystems scheint daher in Bezug auf die Niere nach den 
Ergebnissen der hier vorliegenden Studie in der routinemäßigen Herzchirurgie nicht zwingend 
erforderlich. Allerdings sollten die Auswirkungen der pulsatilen Perfusion auf andere 
Organsysteme untersucht sowie der globale Langzeiterfolg (Beatmungsdauer, 
Krankenhausaufenthalt) berücksichtigt werden. 
 
5.3 Minozyklin 
Aus den Ergebnissen der hier vorliegenden Versuchsreihe geht hervor, dass der Einsatz von 
Minozyklin nicht den Grad der Ischämie in der Niere nach der EKZ beeinflusste, sondern die 
Auswirkungen der Ischämie bzw. Reperfusion durch seine bereits nachgewiesenen 
Wirkmechanismen (antioxidativ, antinitrosativ, antiapoptotisch, antiinflammatorisch) 
begrenzte: 
Aus den Befunden der HIF-1-α-Färbung lässt sich schließen, dass die EKZ auch unter der 
Gabe von Minozyklin zu einem deutlichen O2-Abfall im Nierengewebe führte. Der Einsatz 
der HLM verursachte offensichtlich sogar einen relevanten O2-Mangel, was die Ergebnisse 
der HPLC (tendenzieller Abfall der energiereichen Phosphate) zeigen. Der Grad der Ischämie 
an sich scheint also durch Minozyklin erst einmal nicht verändert worden zu sein. 
Im weiteren pathophysiologischen Verlauf müssten die Hypoxie und der ATP-Mangel dann 
mit dem Abbau des ATP zu einer Akkumulation von Hypoxanthin führen und zu einer 
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Modifikation der Xanthindehydrogenase zur Xanthinoxidase, sodass es in der Reperfusion zu 
einer Überproduktion von ROS käme und folglich zu einer verstärkten Reaktion von NO
-
 und 
ROS zu Peroxynitrit.  
Die Ergebnisse der 3-Nitrotyrosin-Färbung beweisen jedoch, dass die Bildung von 
Peroxynitrit in der Minozyklin-Gruppe reduziert werden konnte. 
Laut MIYACHI et al. (1986) verfügt Minozyklin über eine antioxidative Aktivität. Auch 
KRAUS et al. (2005) untersuchten die antioxidative Wirkung von Minozyklin und stellten 
fest, dass Minozyklin eine ähnlich chemikalische Struktur wie α-Tocopherol (Vitamin E) 
besitzt und somit in die Klasse der phenolischen Antioxidantien fällt. Durch Reaktion des 
Phenolrings mit ROS werden diese inaktiviert und reduzieren somit den antioxidativen 
Schaden. Eine bloße antioxidative Wirkung hätte aber vermutlich weniger Effekte gehabt, da 
das typische Antioxidans N-Acetylcystein keine renoprotektiven Wirkungen bei der EKZ 
zeigt (RISTIKANKARE et al. 2006). Allerdings wird durch Minozyklin auch Peroxynitrit 
abgefangen (WHITEMAN und HALLIWELL 1997), was mit den Ergebnissen der 
vorliegenden Studie übereinstimmt. 
Auch aus den Ergebnissen der PAR-Färbung lässt sich folgern, dass die Überaktivität von 
PARP-1 durch die Gabe von Minozyklin abgemildert werden konnte. 
TAO et al. (2010) wie auch ALANO et al. (2006) zeigten bereits, dass PARP-1 durch die 
Wirkung von Minozyklin gehemmt wird. ALANO et al. (2006) suggerierten, dass eine 
kompetitive Interaktion zwischen Minozyklin und NAD
+
 besteht, da Minozyklin wie auch 
NAD
+ 
 eine ähnliche Struktur (Carboxamid und Ringstruktur) aufweisen. Die gemeinsame 
Ringstruktur ist das aktive Zentrum, welches an das Enzym PARP-1 bindet. Im Gegensatz zu 
den oben genannten Wirkweisen von Minozyklin, die ebenfalls zum Überleben der Zelle 
beitragen, findet die Inhibition von PARP-1 sogar schon unter nanomolaren Konzentrationen 
statt. Die Beobachtung der PARP-1-Inhibition von TAO et al. (2010) und ALANO et al. 
(2006) wurde durch die vorliegenden Befunde bestätigt.   
Neben der PARP-1-Inhibition könnte jedoch auch die (im Vergleich zu der nicht pulsatilen 
HLM-Gruppe) geringere Bildung von Peroxynitrit ein Grund für die reduzierte PARP-1-
Aktivität sein, da die Produktion von Peroxynitrit eine geringere DNA-Schädigung 
verursachen müsste und folglich zu einer geringeren PARP-1-Aktivität führen müsste. Diese 
Annahme wird jedoch teilweise durch die Ergebnisse in 5.2 widerlegt. 
Die reduzierte PAR-Akkumulation erklärt auch das geringere Ausmaß des ATP-Abfalls im 
Vergleich zur nicht pulsatilen HLM-Gruppe: Zwar hat Minozyklin wahrscheinlich keinen 
direkten protektiven Einfluss auf den Grad der Ischämie (s.o.), trotzdem weist die 
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Minozyklin+ HLM-Gruppe tendenziell (trotz tendenziellen Abfalls) eine höhere ATP-
Konzentration auf als die HLM-Gruppe. Eine mögliche Erklärung hierfür ist, dass durch die 
geringere PARP-1-Aktivität in der Zelle auch weniger NAD
+ 
und ATP durch das Enzym 
verbraucht werden. 
Die Ergebnisse der AIF-Färbung lassen vermuten, dass durch die Gabe von Minozyklin die 
Freisetzung von AIF tendenziell reduziert werden konnte. Auch hier ist die reduzierte PARP-
1 Aktivität eine Erklärung: Die reduzierte Bildung von PAR würde auch eine geringere AIF-
Freisetzung aus dem Mitochondrium hervorrufen. Eine weitere Erklärung wäre die 
antiapoptotische Wirkung von Minozyklin. Für den Zelluntergang ist der Caspase-abhängige 
wie auch der Caspase-unabhängige Apoptoseweg bedeutend. Minozyklin inhibiert den 
Caspase-abhängigen Apoptoseweg, indem es Caspase 1 und 3 (CHEN et al. 2000) sowie die 
Freisetzung von Cytochrom 3 hemmt (ZHU et al. 2002). Der Caspase-unabhängige 
Apoptoseweg wird unter anderem durch die Inhibition der Freisetzung von AIF aus dem 
Mitochondrium blockiert. 
Die Auswertung der pyknotischen Zellen in den proximalen Tubuli lieferten wie in 5.2 keine 
eindeutigen Ergebnisse.  
Auf zytoplasmatischer Ebene konnte Minozyklin die durch die EKZ hervorgerufenen 
Schäden in den proximalen Tubuli offensichtlich nicht reduzieren (vakuolisierte Tubuli).  
Die Ergebnisse an den Glomeruli in der HE-Färbung sprechen für eine Reduktion des 
glomerulären Ödems. Eine mögliche Erklärung für diese Beobachtung ist, dass Minozyklin 
antiinflammatorisch wirkt (HAN et al. 2011) und somit die Freisetzung von 
Komplementfaktoren reduzieren konnte, was wiederum einen geringeren Schaden der 
glomerulären Membran verursachte und somit zu einem geringeren Wassereinstrom führte.  
Der direkte antiinflammatorische Effekt von Minozyklin konnte in dieser Studie leider nicht 
untersucht werden, da die Rekonvaleszenzzeit hierfür vermutlich zu kurz war. Laut SUTTON 
et al. (2009) manifestiert sich eine Entzündungsreaktion erst nach 24 Stunden, auch VOSS et 
al. (2010) beobachteten einen signifikanten Anstieg des proinflammatorischen Interleukin 6 
erst mehrere Stunden nach  EKZ. 
Somit ist es nur erwartungsgemäß, dass sich in dieser Untersuchung nach 90 Minuten 
Rekonvaleszenzzeit in der Leukozytenkonzentration im Serum kein signifikanter Unterschied 
zwischen den beiden Gruppen feststellen ließ. Auch histologisch war in der Niere in keiner 
der Gruppen eine Neutrophilen-Invasion zu erkennen. Vorangegangene Studien konnten 
allerdings Minozyklin auch antiinflammatorische Wirkmechanismen zusprechen. AMIN et al. 
(1996) und Zhu et al. (2002) beobachteten, dass Minozyklin eine Inhibition der iNOS 
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auslöste. Laut HAN et al. (2011) besteht die antiinflammatorische Wirkung in der Inhibition 
der Matrix-Metalloprotease 9, die eine wichtige Rolle bei Entzündungsprozessen spielt. 
Die Erhebung der nierenspezifischen Blutwerte zeigt einen deutlichen Einfluss des 
Minozyklins auf die Nierenfunktion: In der Minozyklin-Gruppe unterschieden sich die 
postoperativen Kreatinin- und Harnstoffkonzentrationen im Serum nicht von jenen der 
Kontrollgruppe, was auf eine durch HLM unbeeinträchtigte Nierenfunktion hinweist. In der 
nicht pulsatilen HLM-Gruppe dagegen waren die Nierenfunktionsparameter signifikant 
erhöht. Minozyklin scheint hier also einen deutlichen Effekt zu haben. 
KELLY et al. (2004) zeigten, dass Minozyklin aufgrund der antiapoptotischen und 
antiinflammatorischen Wirkmechanismen den Ischämie-/Reperfusionsschaden in der Niere 
reduzieren konnte. Auch XIA et al. (2011) beobachteten, dass Minozyklin während eines 
ischämischen Insultes und der darauffolgenden Reperfusion den oxidativen Stress, die 
Inflammation wie auch die Caspase-abhängige Apoptose in der Niere reduzieren konnte. 
Allerdings handelte es sich in beiden Studien um eine komplette bilaterale renale Ischämie 
und nicht wie in dieser Studie, um eine durch die EKZ hervorgerufene inkomplette Ischämie. 
Jedoch konnte Minozyklin auch bei der inkompletten Ischämie und der darauffolgenden 
Reperfusion die dadurch entstandenen zellulären Schäden nachweislich reduzieren (3-
Nitrotyrosin, PAR, AIF), was auch durch die nierenspezifischen Blutwerte bestätigt wurde. 
Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass Minozyklin nach den Ergebnissen dieser 
Studie zwar keinen direkten Einfluss auf den Grad der Ischämie hat, die Niere jedoch 
scheinbar durch die beschriebenen zellulären Mechanismen vor den Folgen der Ischämie 
schützen kann, was effektiv auch durch die Ergebnisse der nierenspezifischen Blutwerte 
bestätigt wurde.  
Für die Humanmedizin ist der Einsatz von Minozyklin während der EKZ durchaus eine 
Möglichkeit, die Auswirkungen des Ischämie-/Reperfusionsschadens und deren klinische 
Folgen hinsichtlich der Niere zu begrenzen. Allerdings muss berücksichtigt werden, dass in 
diesem Versuch eine höhere Minozyklin-Dosierung (2mg/kg KM bzw. 4mg/kg KM) 
eingesetzt wurde als in der antibiotischen systemischen Langzeitbehandlung von Acne 
vulgaris (1-2mg/kg KM), was sich toxisch auf den Organismus auswirken könnte. Zusätzlich 
könnte die einmalige Gabe von Minozyklin die Resistenzentwicklung begünstigen (in der 
Acne vulgaris-Therapie ist der 4-12-wöchige Einsatz von Minozyklin üblich). Auch die durch 
Minozyklin hervorgerufenen Nebenwirkungen (zum Beispiel allergische Kreuzreaktionen) 
könnten sich negativ auf den Körper auswirken. Angesichts der beschriebenen negativen 
Eigenschaften von Minozyklin ist somit von der routinemäßigen Anwendung des 
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Antibiotikums während der EKZ bis auf Weiteres abzuraten. Allerdings könnte Minozyklin 
aufgrund der in dieser Versuchsreihe gezeigten positiven Nebenwirkungen, insbesondere die 
PARP-1-Inhibition, als Modellsubstanz für weitere Entwicklungen fungieren.   
 
5.4 Beantwortung der Fragestellung 
Die in 1 formulierte Fragestellung kann wie folgt beantwortet werden: 
1. Unterscheiden sich EKZ-bedingte Schäden auf zellulärer Ebene abhängig von dem 
verwendeten Flussprofil (pulsatil vs. nicht pulsatil)? 
Ja, die EKZ-bedingten Schäden auf zellulärer Ebene unterscheiden sich abhängig vom 
verwendeten Blutflussprofil. Durch den pulsatilen Fluss konnte vermutlich eine nicht 
so starke O2-Abnahme in der Niere erzielt werden. Trotz des geringeren Ausmaßes der 
Ischämie wurde die DNA dennoch geschädigt. 
2. Konnte durch das pulsatile Blutflussprofil eine protektive Wirkung auf die 
Nierenfunktion erzielt werden? 
Teilweise konnte durch das pulsatile Blutflussprofil eine bedingt protektive Wirkung 
auf die Niere erzielt werden. Zwar stiegen die postoperativen nierenspezifischen 
Blutwerte in beiden Gruppen, allerdings konnte der Anstieg des Kreatininwertes durch 
die pulsatile Perfusion reduziert werden.   
3. Können die während der extrakorporalen Zirkulation auftretenden Schäden an der 
Niere durch den PARP-1-Inhibitor Minozyklin reduziert werden? 
Ja, die während der EKZ auftretenden Schäden konnten reduziert und in Bezug auf die 
Nierenfunktion sogar verhindert werden. Minozyklin hatte zwar keinen Einfluss auf 
den Grad der Ischämie, konnte jedoch die Niere durch zelluläre Mechanismen 
schützen. 
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6 Zusammenfassung 
 
Maria Gerdom 
Untersuchungen auf renoprotektive Effekte nach pulsatiler Perfusion beziehungsweise 
Minozyklingabe bei extrakorporaler Zirkulation mittels Herz-Lungen-Maschine im 
Ferkelmodell 
Ambulatorische und Geburtshilfliche Tierklinik der Veterinärmedizinischen Fakultät der 
Universität Leipzig, 
Abteilung Forschung und Lehre der Herzchirurgie des Herzzentrums der Medizinischen 
Fakultät der Universität Leipzig 
Eingereicht im Mai 2014  
(84 Seiten, 26 Abbildungen, 15 Tabellen, 167 Literaturangaben) 
Schlüsselwörter: pulsatile Perfusion, Minozyklin, Ferkelmodell, Herz-Lungen-Maschine 
(HLM), extrakorporale Zirkulation (EKZ), Ischämie-Reperfusionsschaden, Nierenschädigung 
Im Rahmen dieser Dissertation wurden anhand eines Ferkelmodells (8-15kg Schweine, 5 
Gruppen: „nicht pulsatile HLM“: n=9, „Minozyklin+HLM“: n= 6, „pulsatile HLM“: n=7, 
„Minozyklin-Kontrolle“: n=6, „Kontrolle“: n=8) während einer 120-minütigen 
extrakorporaler Zirkulation (EKZ) und einer darauffolgenden 90-minütigen 
Rekonvaleszenzzeit der physikalische Einflussfaktor des pulsatilen Flusses sowie der 
pharmakologische Effekt von Minozyklin auf die Niere jeweils unabhängig voneinander 
untersucht. 
In allen Gruppen wurden HE-Färbungen sowie immunhistochemische Färbungen (HIF-1-α, 3-
Nitrotyrosin, PAR, AIF) durchgeführt, um pathologische Veränderungen auf zellulärer Ebene 
zu detektieren. Zusätzlich wurden energiereiche Phosphate und ihre Abbauprodukte mittels 
High Pressure/Performance Liquid Chromatography (HPLC) bestimmt. Zur Beurteilung der 
klinischen Funktion der Niere wurden nierenspezifische Blutwerte (Serumkreatinin, 
Serumharnstoff) und Laktat im arteriellen Blut bestimmt. 
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Mit der pulsatilen Perfusion konnte ein Abfall des O2-Partialdruckes nicht verhindert werden 
(HIF-1-α), allerdings konnte die ATP-Konzentration aufrecht erhalten werden.  
Dies spricht dafür, dass die pulsatile Perfusion im Gegensatz zu der nicht pulsatilen Perfusion 
keinen relevanten O2-Mangel verursachte. Auch die Ergebnisse der 3-Nitrotyrosin-
Auswertung zeigen, dass die Bildung von Peroxynitrit reduziert und somit der nitrosative 
Stress auf die Zellen begrenzt wurde. Die DNA wurde jedoch unabhängig vom gewählten 
Blutflussprofil geschädigt (PAR).  
Auch anhand der nierenspezifischen Blutparameter (Serumkreatinin, Serumharnstoff) ließ 
sich eine postoperative Beeinträchtigung der Nierenfunktion feststellen. Im Vergleich zu der 
nicht pulsatilen EKZ war hier jedoch eine geringfügige Verbesserung zu erkennen 
(Serumkreatinin). 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass durch die pulsatile EKZ der Grad der Ischämie 
beeinflusst werden konnte, allerdings waren insgesamt keine wesentlich positiven 
Auswirkungen auf zellulärer Ebene und auf die postoperative Nierenfunktion festzustellen. 
Der Einsatz des technisch anspruchsvollen pulsatilen Perfusionssystems scheint daher in 
Bezug auf die Niere in der routinemäßigen Herzchirurgie nicht unbedingt erforderlich zu sein. 
 
Durch die Gabe von Minozyklin wurde zwar der Grad der Ischämie (HIF-1-α, ATP) nicht 
beeinflusst, allerdings konnte Minozyklin durch seine antioxidativen bzw. antinitrosativen (3-
Nitrotyrosin), PARP-1-hemmenden (PAR) sowie antiapoptotischen (AIF) Wirkmechanismen 
die Niere offenbar vor den Folgen einer Ischämie schützen. Anhand der nierenspezifischen 
Blutwerte (Serumkreatinin, Serumharnstoff) wurde erkenntlich, dass Minozyklin die 
Nierenfunktion positiv beeinflusst, was wiederum die histologischen Befunde bestätigt.  
Für die Humanmedizin ist somit der Einsatz von Minozyklin während der EKZ eine 
Möglichkeit, die Auswirkungen des Ischämie/Reperfusionsschadens und deren klinische 
Folgen hinsichtlich der Niere zu begrenzen. Allerdings muss berücksichtigt werden, dass der 
einmalige Einsatz eines Antibiotikums auch negativen Einfluss auf den Körper ausübt 
(Resistenzentwicklung, Nebenwirkungen), sodass Minozyklin aufgrund der in dieser 
Versuchsreihe gezeigten positiven Eigenschaften, insbesondere die PARP-1-Inhibition, 
lediglich als Modellsubstanz für Weiterentwicklungen genutzt werden kann. 
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7 Summary 
 
Maria Gerdom 
Examination of renoprotective effects after pulsatile Perfusion respectively after minocyclin 
administration of extracorporal circulation with a heart lung machine in a piglet model 
Large Animal Clinic for Theriogenology and Ambulatory Services, Faculty of Veterinary 
Medicine, University of Leipzig, 
Research Laboratory of the Clinic for Cardiac Surgery, Heart Center Leipzig, Faculty of 
Medicine, University of Leipzig 
Submitted in May 2014 
(84 pages, 26 figures, 15 tables, 167 references) 
Keywords: pulsatile perfusion, minocyclin, piglet model, heart lung machine (HLM), 
cardiopulmonary bypass (CPB), ischemia/reperfusion injury, kidney injury 
In this dissertation, which is based on a piglet model (8-15 kg piglets, 5 groups: “non-
pulsatile”: n= 9, “minocycline + hlm”: n= 6, “pulsatile hlm”: n= 9, “minocycline- control”: n= 
6, “control”: n=8), the physical factor of pulsatile flow and the pharmacological effect of 
minocyclin on the kidney were each examined independently during a 90 minutes 
cardiopulmonary bypass (CPB) and a subsequent 120 minutes recovery period. 
In all groups, HE and immunhistochemical staining (HIF-1-α, 3-nitrotyrosine, PAR, AIF) 
were performed to detect pathological cellular changes. In addition, high-energy phosphates 
and their metabolites using High Pressure/Performance Liquid Chromatography (HPLC) were 
determined. Kidney-specific blood samples (creatinine, urea) and arterial lactate values were 
obtained, too. 
 
The use of pulsatile perfusion was not able to prevent a decrease in O2 partial pressure (HIF-
1-α), but ATP concentration could be maintained. 
This finding suggests that pulsatile perfusion, in contrast to non-pulsatile perfusion, caused no 
relevant O2 deficiency. Furthermore, the results of the 3-nitrotyrosine analysis show that the 
production of peroxynitrite is reduced and consequently nitrosative stress is also limited. 
Nevertheless, DNA was damaged regardless of the blood flow profile (PAR). 
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The blood sample analysis (creatinine, urea) showed renal impairment. However, compared to 
non-pulsatile flow, a slight improvement was detected. 
These findings suggest that the degree of ischemia was influenced by pulsatile flow, but 
overall no significant positive effect was observed, neither on the cellular status nor on the 
postoperative renal function. Therefore the use of a technically demanding pulsatile perfusion 
system does not appear to be absolutely necessary in routine cardiac surgery regarding the 
kidney. 
 
Though minocyclin did not influence the degree of ischemia (HIF-1-α, ATP), it could protect 
the kidney due to its antioxidant, antinitrosativ (3-nitrotyrosine), PARP-1-inhibiting (PAR) 
and antiapoptotic (AIF) mechanisms. In addition, the specific blood samples (creatinine, urea) 
showed that minocyclin affects kidney function in a positive way.  
For human medicine the use of minocyclin during CPB could be a means to reduce the impact 
of  ischemia/reperfusion-injury on the kidney and its clinical implications. However, it must 
be considered that the single use of an antibiotic bears negative impact on the body (antibiotic 
resistance and side effects). However, because of its positive characteristics (especially 
PARP-1-inhibition), which were shown in this examination, minocyclin could be used as a 
model compound for further development. 
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